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第 1
? ?
緒論
近年の生命科学(ライフサイエンス)および生物工学(ノくイオテクノロジ-)の分貯の
急激な展開につれて実験動物および初j物実験の市変性は年々 lf:)[1している。実験動物とは
研究(IJ~物検定、診断、製造、教育等)に必要であるとしてそれらの 11 的に合うように育
成、繁殖、生産された動物として定義されている O
これらには、 一般的に使用されているものとしてマウス、 ラッ ト、ハムスタ ー、モルモ ッ
ト、ウサギ、イヌ、ネコの附乳動物を始めとしてニワトリ、ウズラの鳥類、カエルの両俵
知、メダカ、マスの魚類等も含まれている o そして、今 1それらは医学、薬学、獣医学、 147
定学、栄養学、心理f!.~学を始めとする生物学および、その他の広範な研究分野で使用されて
いる O
これらの実験動物の内で、最も多く使川されているのは国内外を問わずマウスであり、そ
の使丹j匹数は、他の実験動物を圧倒している O また、これらのマウスが使川される研究分
貯は前述の分野以外にも及んでいる O
マウスが実験動物としてかL用されている理由は、
①休型が小型で飼育する労力、スペースに無理がなく取り扱い易く、人工環境下でも良く
繁殖し、世代交代が甲.い。
②日本を始め、 ιl'問、欧米ではかなり以前から愛玩川として飼育されており、人との関わ
りが深く、種々の特 I~tが古くから良く知られていた?) また、 1 9 -/lJ己頃からすでに実験
動物として使川されてきていることから背景データが良く?を怖されている O
①遺伝学研究の素材として早くから)甘いられてきたことから近交系、交靴群、クローズド
コロニ一、コンジェニック系、 リコンピナント近交系、疾忠モデル等の遺伝的に統御さ
れた系統が豊宮に確立されているので研究目的にあった系統を選択できる、等があげら
れる O
一方、マウス以外の実験動物で、はラットがマウスに次いで数多く利JrJされている O ラッ
トはマウスと同じくらい古くから実験に利用されていたにもかかわらず、マウスほどjよい
分野で使用されるには五らなかった?)
その理由として以下の点があげられる O
①マウスに比べて休地が大互~l であり、飼育する上で、制約がある O
②実験動物として川いられた分野は生理学、脆場学、栄養学等が主であり、遺伝学の分野
ではマウスほどには)TJし、られなかったことから系統としての確立や統御がマウスに比べ
て進まなかった。しかし、サリドマイドに代表されるような医薬、農薬およびその他の
化学物質の人体への影響が20 年ほど前から問題にされるようになり、午?に|矢J菜JIl1で、は
人休への安令↑tが薬効 と |可等もしくはそれ以J~_ に京視さ れている O この微な??呆から|天
っ ，
?
薬および、農薬の安全性をスクリーニン グする際の毒性試験、 HI~奇形性試験等の前臨床試
験でラ ットの使JTj数は若-しく噌Jj[lしている O
マウスに比べてラ ットを実験に使用する上で、有利な点は、
①マウスより体引が大型であることからマウスでは閃雌なIfli夜、尿等のサンプルを多量に、
しかも経時的に探Ir~できる O
⑦心臓、 JrJ1蔵、腎!臓等の臓器もマウスより大きいので、これらの移相手術もマウスより存
易に行なえる、等が!-.げられる O
所調、人への外怖を考えた場介、実験成績をより芹遍(1りなものとするには可能な限り多
くの動物穐で検討しておくことが甲ー ましい。このことからもラ ットも今後さらに、その実
験動物としての重要性を 1~1すものと忠われる O ただし、ラ ッ トがマウスと同等のレベルで
抜われ、より!よ純な分聖子で利用される機会を増す為にはさらに積々の特性について多而(10
な解析を進める事が必更である O と同時に、マウスの場合と問機に 11日広;い分貯でそれぞれ
の目的に見合う 実験に使川できる機な遺伝的に統御された系統を育成、時j'J.する事が必、変
である O
マウスについてはこれまでに、遺伝学の素材として川いられてきたことから、以下の株
な遺伝学IJ0な形質がゆjらかにされてきている O
①染色体の形態、何十得の長さ、毛色や!肥満、歩行異常の微な外形N常を合む形態さ[:(101杉質。
②Mif4を適介J;'L原系を支配す る j宣伝子il午やネìlì体成分の有無を支配する遺伝-[-の免疫学 ~I<J形質。
③酵素 ・ 蛋白質のアイソザイムによる系統問の多主~l として t~I' I '， で きる ~L化 ，1f:(1リラ質。
等がある O
これらの形質の変異はそれぞれ、遺伝学的解析の結果、その大部分はi-j'r.-.の遺伝子によ っ
て支配されている事がわかっており、これらの遺伝子の染色体 |ょの配列を示す詳細!な染色
体地図が作成されている。
この僚にマウスの各系統問jの各遺伝了-Jillにおけるj宣伝子引を総介して比較したいわゆる
遺伝的背景の速いは↑同体、染色体、遺伝子、さらに、最近では作種のflj日以醇素-で切断した
DNA断n-の多引をも検I'J，できるようになり、分子レベルに烹るまでrYJらかにされている O
そしてこれらの知見が各々の研究分野で必要とされ、使JfI J(J0に合ったマウスの系統を選
択する際のイf1Jな情報となり、判断する際の基準となっている O また、新たに系統を作tI'，
したり、育成したりする上.で、の素材となる系統を選ぶ際の選択~-;桂ともな っ ている 。
さらに、これらの情報は各系統について正しく維持がなされ、その系統を特徴づけるj宣
伝了が保たれているかどう かを調べるための fJ宣伝γ的モニ タリ ングJを行な う|僚の判定
本航としても利!日できる O したがって、マウスについてはほ とんどの系統について系統件
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の同定を行なえるようになっている O
一方、ラットでは前述した理dJからマウスほどには遺伝的な而からの配慮、がなされずに
使mされてきた終過もあり、マウスについて明らかにされている形態学・免疫字・生化学
の各形質に関連する遺伝子もそれほど発見、同定されていないのが現状である O したがっ
てラットの名系統について個体問、系統間jで変異のある遺伝子陸を見つけ、その遺伝子時
における遺伝子引を調費して系統毎のj宣伝的背景を明らかにしておくことはマウスの例か
ら凡ても概めて重要である O
マウスとラットは分類学的に属とif1ltが異なっているものの、実験動物として利用されて
いる動物の内では近縁に位置している O したがって、マウスについてこれまでに得.られた
87) . 90) 
知|見を利川すれば効不良くラットについても応用できると忠われる O マウス、ラットの阿
)jについて例体問あるいは系統間の変異を検山するための条件として、以下の 4つの項rl
が提唱されている O すなわち、
①遺伝子の表現引は常に同じように発現するものである事。
②多引を示し、井JjJ.遺伝子問の遺伝様式は共優性で、ある事。
①検査)j法が簡Jiiで、結果が平く得られる事。
④検査費1がなるべく '!i:filである事。
等である O 特:に、これらの条件は系統問で変異が検山された後、遺伝学的モニタリングし
てルーチン作業として実施していく場令に望ましい条件となる O ただ、この|僚は他に、
①r，可 のj宣伝子j坐に多くの対立j宣伝子のある形質であるも。
①なるべく多くの染色体(連鎖昨)を網羅しているものである事。
等も加えられる O
前述した形態'71、免疫学、生化学の各形質に関連する遺伝了&は程度の差はあるが、おお
むねこれらの条件を満たしている O
これらの点を加I~未して先に述べたマウスでの各形質の検 I'H 方法を 11今 l比してラットに J，乙1I J
できる適当な万法を考察すると
①形態学 (10)杉質:これに属する代表的なものとして毛色があげられラ ッ トについてい，~~JT1
できる O しかし、マウスの毛色に関してはそれらを支配する遺伝子が七に a(Nonagouli) 
， b (Brown) ， c (Albino) ，およびd(Dilute) の4つの遺伝子で決定されているに過ぎず、
また、これらを検n'，するためには毛色のテスター動物と交配しなければならないので、判
定までに時間がかかる O
その他、これに合まれる形質として肥満や歩行異常のような外形県常の形質や卜'顎什
の解析があげられるが、首ijfi-の多くが突然変異として発見されており、遭遇する機会は
~ 
かなり少なく、また、両省-ともに解析には毛色の場合と同様に交配しなければならない
という難点がある O
⑦ 免疫テ(10J形質:これに属するものとして、主要組織適合性遺伝了-(Major Histo 
Compatibility Gene， H-2)や、組織適合性を支配する遺伝子群 (H-I----H-39， H-
X， H-Y)がありラットではRT-l抗原系として知られている O 前者では単一の遺
伝子座としては他に類をみないほどの複対立遺伝子の存れしている事がしられている Oま
た、後者ではt染色休を合む広範な染色体上に分布している O
ただし、マウスではH-2遺伝下座の遺伝子型を同定する|療の標準抗Jf[l1青を作製する
ために免疫するマウス系統の組合せはすでに国際的に統--がなされている O それに比べ
てラットではまだ同 一の系統と称していても遺伝子組成の異なっている系統もあり、マ
ウスのH-2遺伝子に相当する RT-l遺伝子の型を同定するための抗Jfl清をイ午製する
ための系統問の組合せは時三工されるには至っていない。
また、マウスについてもラットについても日 -2もしくはRT-l抗原以外のいわゆ
る弱し寸1c原'1''1:をイIする他の遺伝子岐については皮膚の移梢の可否によ って検山するため
に、結果を得るまでに長期]の時間jを必要とするという難点がある O
①生化学的形質: これは~I:.休内の両手素や蛋 1'] 質のアイソザイムを利用して電気泳動j去によ っ
て検出できる多引現象を利JTJする方法である Oこれは千技としてはそれほど難しくなく、
また、判定に要する時間も短くてすむという利点がある O
マウスではこれまでに 100以上の遺伝-了-肢が同定されており、また、これらは性染
色体を合むすべての染色体に分布している O したがって、染色体地図を作製するための
有川な連鎖標識(リンケージマーカー)として用いられてきた。
ラットの生化学fドj形質を支配する遺伝子について同定された数はいまだそれほど多く
はないが、マウスの例からみても、今後汎JTJされる標識となるであろう O
以 1-、述べたように 3つの形質の内では生化学的形質が今後ラットのj宣伝学的特性に
ついて検討を進める上で、有効な)J法であると思われた。
木研究では、以上の点をふまえて実験動物としてのラットにおける遺伝宇をマウスと
同等のレベルにまで高めるための基礎資料を得る目的で、以下の点について検討を加え
た。
まず、代表的な近交系ラ ット系統について 12 J~ìf位における生化学的標識泣伝子組成
の検索を電気泳動法によ っておこない、各系統の標識遺伝子組成のスタンダー ドチャ ー
トを作製した。
つづいて、これらの生化宇的標識遺伝下の検索のための電気泳動法を間使におこなう
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システムの確立について検討した。
さらに、簡便な電気泳動法により 14系統のラットについて 18座位の生化学的標識
遺伝子組成による近交系ラット問の類縁関係について批定を試みた。
そして、赤JfllRIj1の乳椴脱水素両手素のj宣伝的多l!をとりあげ、 実験川ラット系統とそ
の起源であるリlJ-生ドブネズミについて地域間の変異について検索した。
6 
第 2 章
代表的な近交系ラットの
生化学的標識遺伝子組成
の検索
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緒言
多数の系統を維持している機関では定則的に遺伝的学モニタリングを尖胞し、各系統の
46) 
遺伝的整一性を確認することが重要である O
この、各系統の遺伝的整 一性を乱す~凶は、他系統との不 i1!JJ の交雑によるいわゆる遺伝
的コンタミネ-ションおよび突然変災の 2つがあげられる。したがって、あらかじめ維持
している系統についておのおのの保有している遺伝子情成の傑準組成表(スタンダードチャ
ート)を作製しておかねばならないo)
また、ラットではマウスと異なり同じ系統名を有していても遺伝子情成の呉なる例が多
くみられる O
そこで、本章では浜松医大・医学部附属動物実験施設(以下、浜松医大と出会す)および、
日本エスエルシ-似:)(以下、エスエルシーと略す)でそれぞれ系統維持生産されている近
交系ラットのうち代表的な系統を選び、前者で9系統、後者で4系統の 13系統について
おのおの 12遺伝子座における生化学的標識遺伝子機成を電気泳動法によ って検索し、各
系統の標準遺伝子組成衣(スタンダードチャート)を作製することをU的として以ドの実
験をおこなった。
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材料および方法
l、調査対象とした系統
今回、調交の対象とした系統は浜松医大で維持されている ACI，DA， JC， LOU/M， BN， IS 
TM， W AG， NIG-田の 9系統およびエスエルシーで維持されているF344/N，WBN/Kob， WKAHJ 
Hkm， WM/Msの4系統の総計 13系統の近交系ラットである O
被検動物としてこれらの各系統の系統維持に別いた槌動物、もしくは兄妹交配によ って
生産された成獣の雌雄、各系統 2-6匹ずつを供した。
なお、 Table2-1にこれらの系統の両機関への導入年を、 Table2-2にこれらの系統の毛色
の遺伝子を示した。
2、調査した遺伝子座位名
今回、調査の対象とした遺伝子座位名と検索に川いた試料および各遺伝子出位における
20) ，21) ，22) ，2H) ，32) ，37) ，40) ，47) ，49) ，5υ) 
対立遺伝子の遺伝子型および遺伝機式を Table2-3に示した。 51) ， 58) ，82) ， 83) ，H4) ，88) 
3、電気泳動方法
1 )泳動f日試ギ|の調製
各遺伝子座位における遺伝子型を検索するために1-ljし1た臓器試料はJfu紫、亦JflL球浴Jfu減、
小腸(空腸)、 J制臓、腎)臓、精巣、尿、精のう }j泉分泌液である O これらの試料はラットにエ
テール(J.点酔月-j.三楽・ファインケミカル製)で麻酔した後、以下の処置を胞した。
①JÍll紫・赤血球{~}1fL液
H良下静脈叢より採血した血液 500凶に抗凝固斉iJとしてヘパリンナトリウム(ヘパリンナ
トリウム花NrシミズJ.清水製薬製)を生埋食血液(大塚製薬-1 ~場製)で 1 ，000 U/mlに
希釈した浴泌を 50凶添加し、よく混手I1した後、遠心機で 3，000rpm、5分IJ遠心し、 lflL紫
とJUl球とに分離した。 lflL紫はただちに凍結し、使tHI寺まで-2 O oC に 1~げがした。 JflLJJ は
生芝li食塩水で、3，000rpm5分間遠心し、 3回洗ゅ しーた後、 3↑荷量の純水で、浴Jflさせた浴Jfl
液を使用H寺まで-2 OOCに凍結して保存したO なお、これとは日IjにJflLf求を生思食出ノkに
浮遊させた1fu球浴液を 4oCに保存した。
②小腸(空腸)
あらかじめj場内容物を取りのぞき、重量の3倍の純水でホモジナイズ (PORYTRON'
KINEMATIlくA製)した後、 12，000rpm2 0分、 4oCで、高速冷LIJ;玄心し (KUsOTA. KRJ 
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Table 2・1Origin and their holder of rat strains used in this research 
Strain Origin Holder 
ACI Hokkaido Univ. ( 1980) Depart.ment of (1982) Institute fo1' 
Anatomy Experimcntal Animals， 
Hamamatsu Univ. Hamamatsu Univ. 
Schoo~of School of Medicine 
Medicine 
DA Australian National (1973 ) ( 1982) 
Univ. 
JC ( 1978) (J 983) 
LOU/M (J 978) ( 1983) 
BN Institute for Experimental Animals， ( 1984) 
Kyoto Univ. 
IS ( 1984) 
TM ( 1984) 
WAG (1984) 
NIG-III National Institute of Genetics，Japan ( 1982) 
F344/N Institute of Medacal Science，Tokyo Univ. ( 1980) Shizuoka Labo1'atory 
Animal Center 
WBN/Kob ( 197?) 
WKAH Hokkaido Univ. ( 1982) 
WM/Ms National Institute of Genetics，Japan ( 1980) 
1 0 
Table 2・2Alleles of coat colour loci in 13 strains of rats 
Locus 
Strain C A B D H p I 
ACI C A B D hi 十
BN C a b D hi + 
DA C A B D H + 
IS C A B D H + 
JC C 
LOU/M C 
NIG-III C A B !-/ pll 十
TM C a B d h + r 
WAG C a B D h + 
F344/N C a + 
WBN C 
WKAH C 
WMJMs C a B D h 
1 1 
Table 2-3 Genotype of alleles and their mode of inheritance at 12 loci in rat 
Locus Sample Alleles Mode 
AJpl Plasma a， b， C C 
AmyJ Pancreas a， b C 
Csl RBC-lysate β，b D 
EsJ Intestine a， b D 
Es2 Plasma β，b， C， d， e C 
Es3 Intestine a， b， C， d C 
Es4 Kidney a. b C 
EsJ4 Plasma a， b D 
Hbb RBC-lysate 。，b C 
Mupl Urine a， b C 
Svpl Seminal fluid a， b C 
Ldrl RBC-Iysate a， b D 
under line means dominant gene 
C : codominant gene， 0 : dominant gene 
1 2 
180B)、上澄を使用時まで-2 0 'cに凍結保存した。
①勝臓
jj本j臓組織j剖|却の脂肪を取りのぞき、重量の 4 倍のk:1~ 71くでホモ ジナイ ズ し、 12 ，000rpm 、
2 0分、 4ocで遠心し、上溢を使用|時まで-2 OoCに凍結保存した。
④腎j臓
i背j臓の包膜を取り去り、重量の4倍の純水で、ホモジナイ ズし、 12，000rpm、20分、 4
℃で遠心し、上澄を使丹j[l寺まで-2 OOCに凍結保存した。
①尿
代謝ケージで蓄尿した尿を 3，000rpm、5分間遠心し、 上澄を使用1与まで凍結保存して
おくか、もしくは、ただちに生理食温水とベロナール緩衝液 (Na-diethylbarbiturate 10.3g 
とDiethylbarbiturate 1.8gを1，000mlの純水に溶解して Ph8.6に調製)を 9 1の割合に
混合した溶液に Carbowax(ポリエチレングリコール)を 30%に溶解した尿濃縮減1¥1に
尿透析膜 (Seamlesscellulose tubing 20/32型 三光純柴 K.K.)で--I!免透析して、膜内の水
分を完全に取り去った。その後、生活!食塩水で、 100~ 200 倍に濃縮させ、試料とした。ラ ッ
トの尿は性、週令によ っても、また個体によっても泳動像に差があるので確実な泳動像
が得られる濃縮尿をよ日いた。
⑥精のう腺分泌液
精のう J泉を破損しないように切り取り、精のうj]泉部分をハサミで切断し漏IUしてくる
精のう腺液に等量の生理食塩水を加え、良く混和させた。しばらくすると回化するので、
12，000rpm 4 oCで15分間j冷却遠心し、上澄を使用時まで-2 OCに凍結保存した。また、
1 mlのシリンジで精のう腺液を吸い上げて採取した試料も川いた。
2 )電気泳動方法
( 1 )泳動fl支持体の調製
iI<.動用の支持体にはスタ ーチ、アガ、ロース、ポリアクリルアミドをそれぞれ)1い電気
泳動j去により分析をおこなった (Table2-4) 
以下に各々の支持体の調製法について述べた。
I、スターチゲJレ
ゲルの作製には水平ゲ、ル倍、内径 19.0cmX 14.0cm X 0.7cm (ゲル 300ml )1) もしくは
っ
?
、 『 ?
?
内径 17.0cmX 1 1.0cm X 0.7cm (ゲル 150ml flj)のゲル枠2枚と耐熱ガラス成似 l枚の計
3枚を重ねて大型の喜美riパサミで四万から押さえてゲル他を作った。このゲル摘を木、|え台
に置き、水解デンプン (ConnoughtMedical Laboratory社製)を 13%の割合におのおのの
泳動項目のゲル)~緩衝液で 2 ~のナス型フラスコに入れ、十分に混利してから、凶転しな
がらブンゼンバーナーの直火でか!!熱・溶解させる O デンプン浴wt-波が糊化し、完全な液状
になるまで十分に加熱した。
デンプン溶解液が柑j化し、完全な液状になるまで-1分に加熱した。透明な糊状になった
時点でゲル借に注ぎこみ、国化するまで室温に放置したが、 完全に回まるまで数時間(大
型ゲルの場合約 31時間)を要するので、不用意に動かさないようにした。
完全に固化したゲルは乾燥を防ぐために、使用時までラップフィルムで包んで4ocで保
存し 1-2日以内に使用した。
ijkmJJに際しては、ゲルの表面をカッターで|陥 5-6 mm、垂直に底面まで試料添加rn減紙
挿入のための切り込みを入れた。試料は減紙(東洋減紙製)を 5x 5 mmの大きさに切った
試料添加用減紙にl吸収させ、前述の切り込みに挿入した。電極倒に各々の項目の緩衝液を
満たし、支持体をセットした後、各項目の条件で、電気泳動をおこなった。 ijk動が終了した
ら減紙を抜き取り、 2枚のゲ、ル枠に沿ってゲルカッターでゲルを上下2枚に切り離した。切
り離された断面iを染色し、固定液 (50%メタノ ール水液液)で固定した。
H 、アガロースゲル
ゲル用の支持体として 15.0cmX 17.0cm (ゲル25m}rR)のガラス似にTable2-5に示した
アガロースゲル用混合液を電子レンジ等で十分に溶解しておき、温めたピペットですばや
くガラス面全体に流し込み、厚さ lmmのゲルを得た。ゲルは薄く、乾燥しやすいので、保
存せず、直ちに使用した。 泳動に際しては、スターチの場合の様に切れ込みは入れず、試
料を含んだ減紙 (1>く 8mm) をゲルの上に置き、泳動した。
皿、ポリアクリルアミドゲル
ゲルJHの支えとして内径 15.0cmX 9.0cm x 0.1 cm (ゲル20mlnl)の枠とガラス似の附に
ワセリンを塗り、ゲル川の液が漏れない僚に密着しておき、このガラス似はポリアクリル
アミドゲjレの粘着剤として、前処理しておいた。すなわち、 2.0の純水を昨|唆で、pHを3.5に
調製しておいたO これに 8mlのSilaneA-174 (Pharmacia Fine Chemicals社製)を}JIえ、約
1 5分間スターラーで撹排した O この浴液にガラス板を--1免浸し、風乾させた。
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(2)ゲル作製用緩衝液および電極用緩衝液
Table 2-5にゲル川および電極}Ij緩衝液の組成を示した。
(3)泳動条件および染色方法
Table 2-6に各項目の泳動条件および染色方法を示した。
? ?? ? ?
?
Table 2-4 Electorophoretic method for detecting biochemical alleles of rat 
Gene 
symbol 
Alpl 
Amyl 
Csl 
Esl 
Es2 
Es3 
Es4 
Es14 
Hbb 
ん1upl
Svpl 
Ldrl 
Gene name 
Plasma alkaline phosphatase 1 
α-amylasel 
RBC-Catarase 1 
Esterase 1 
Esterase2 
Esterase3 
Esterase4 
Sex-Influenced esterase 
Hemoglobin s 
Major urinary protein 1 
Seminal vesicle protein 1 
RBC-lactate dehydrogenase 1 
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Gel 
Slarch 
Agarose 
Starch 
Starch 
Starch 
Starch 
Slarch 
Slarch 
Starch 
Poly 
Acrylamide 
Starch 
Agarose 
Table 2-5 Composition of gel and electrode buffer system 
Gene symbol 
Alpl 
Gel buffer 
(a) Tris 1.9g 
Citric acid 5.8g D.W.l OOOml 
(b) Lithium hydroxide 0.8g 
Boric acid 4.7g D.W.IOOOml 
mix (a): (b) =9: 1 use in X 1110 
Electrode bu ffer 
Lilhium hydroxide 4.2g 
Boric acid 23.6g D.W.l OOOml 
Amy 1 (stock buffer) 
Csl 
Esl 
Es3 
Es4 
Es2 
Es14 
J-Ibb 
九1upl
Sodium veronal 41.2g 
Veronal7.4g D.W.2000ml Stock : D.W.=1 : 1 
slock buffer 30ml agarose 0.7g 
PVP-K30 0.7g D.W.70ml 
Tris 18.4g 
Citrc acid anhydrous 1.9g 
D.W.2000ml 
same as Alpl 
Electrode buffer 60ml 
D.W.140ml 
Tris 10.6g 
EDTA-2Na 0.9g 
Boric acid 0.5g D.W. 1000ml 
(a) Acrylamide 300g 
Bis 8.0g D.W.I000ml 
(a) 20ml+ TEMED 20μ1+ (b) 30ml 
Boric acid 37.1 g 
NaOH 4.0g D.W.IOOOml 
same as Alpl 
Tris 36.3g 
EDTA 1.9g 
Boric acid 10.3g D.W.2000ml 
Boric acid 18.5g 
NaOH 3.7g 
D.W.I000ml 
(b) Tris 24.2g 
EDTA-2Na 1.9g 
Boric acid 6.1 g D.W.I OOOml 
use X 11 0 
+ 1 0% ammonium sulfate 30μI+D.W.9.7ml 
same as Es2 and Es 14 
Disodium phosphate 45.4g 
Citric acid (monohydrate) 5.9g 
D.W.I000ml 
use X 1/10 
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Sodium veronal 8.5g 
HCI (0.5N) 1 1.5ml 
D.W.IOOOml 
Table 2-6 Electrophoretic conditions and staining method 
Gene Voltage Run Temp Staining 
symbol (V/cm) (hrs.) CC) 
AJpJ 18 3 4 s -naphtyl Na phosphate 
Fast blue RR 
Amyl lmA 2 4 Starch (sub-strate) 
I2-KI solution 
Csl 10 4 4 0.03% H202 (sub-strate) 
1.6%FeC13 . 3HOH 
1.O%K2Fe (CN) 6 
Esl 17 2 4 α-naphtyl acetate (sub-strate) 
Es3 Fast blue RR 
Es4 17 4 4 
Es2 10 18 4 
Es14 
Hbb 10 20 4 O-dianisidine 
3%H202 
九1upJ ImA R.T. Coomassie 8rilliant 8lue G-2S0 
Svpl 2S 3 4 0.2% Amido black 108 
Ldr1 ImA 5 4 Na-DL lactate 
N8T 
PMS 
NAD 
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結果
Alp人 EsfおよびEs3、Es2およびEsf4、Es4、Hbb、CsJ、Svpf、LdrJの電気泳動像の|付
代表例として ESfおよびES3， J-Tbb、CSJおよびLdrlの泳動像を Photo.2-1 -2・4にiJ'した。
これらの泳動の結呆得られた各系統の各遺伝子座における遺伝子型をTable2-7にiJえした。
調査した 13系統の 12座位における各遺伝子型はいずれもホモに固定しており、ヘテ
ロ型を示す例はなかった。
浜松医大で維持されている 9系統の各遺伝子座における遺伝子型はEs14のそれがすべて
aタイプを示した以外、他の 11座位ではすべての系統について同一のタイプを示したもの
はなかった。また各座位における遺伝子型ではDA系の Alpfが θタイプを示した以外、他
のすべての系統は bタイプを示した。これと同様の例はISのEs4についてもみられ、 ISの
みがaタイプを、他の系統はすべて bタイプであった。他の 10座位の遺伝子型は 2つ以
上の対立遺伝子が2つ以上の系統にそれぞれ分布していた。このうち、 Es2、Es3ではそれ
ぞ、れ、 3つおよび4つの複対立遺伝子が検山された。残りの 81坐位ではしサJれも 2つの対
JL遺伝子が認められ、それぞれのタイプは 2つ以上の系統に分布していた。
一一方、エスエルシーで維持されている 4系統については Esl、Es4、Es14、Mup人 Svpfが
それぞれ、すべて u"b、 b、 a の同ーのタイプであった。各座位における遺伝子.~では WKAH
のAlpJが β タイプを、 WBNのAmyJが bタイプを、 WM/MsのEs2、Es3が dタイプを、
F344のLdrl;がaタイプをそれぞれ示した。なお、エスエルシーの4系統では Es2、Es3の
遺伝子型は 2つのタイプのみが倹出された。
Table2-8 ~こ系統問での災なった遺伝子陸位数を示した。浜松医大の 9系統/}りでは調査した
1 2座位のうち系統相互間で最も多くの色町立で巽なった組合せを示したのはBNとDA、IS、
NIG-III の8座位と ISとJC、LOU/Mの同じく 8座位であった O その他の組合せではいず
れも 2-7つの雌位で異なった遺伝子型を示しており、まったく同じ組合せを示すものは
なかった。
また、エスエルシーの 4系統については最も多くの座佐で異なった組合せを示したのは
F344とWM/Ms"WBNとWKAH、WMJMsのそれぞれ 5座位であった。このように浜松
医大、エスエルシーともにそれぞれ維持している系統州立問では、今凶調査した 12遺伝子
座位では同じ遺伝子組成を持つ組合せはなかった。
方、系統相互間で履も似た遺伝子組成を持つ組合せを Table2-9に示しt:.0 浜松医大で
はNIG-lIIとDAの間では AlpfとCsl、NIG-IIIとV';AGの間では AmyJとHbbのそれぞ、れ
2つの座位のタイプが異なっていた。また、エスエルシーではF344とWBNのrHJでLdrJの
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Table 2-7 Allelic distributions at 12 loci in 13 strains of rats 
Locus 
Strain Alpl Amy 1 Cs J Esl Eぷ2 Es3 Es4 Es14 Hbb Mupl Svpl LdrJ 
ACI b b a b a a! b a b b a β 
BN b b a C d b a a a b b 
DA a a a b a al b a b b a b 
IS b a b b a b a a b a b 
JC b a 。 a d d b a a b b b 
LOU/M b a a a a a b 丘 a b a b 
NIG-III b a b b a a b a b b a b 
TM b b a b a C b a b b a b 
WAG b b b b β a b a β b a b 
F344/N b (l a a a a b b a b a 
WBN b a a a a a b b El b o b 
WKAH el a b a a a b b b b a b 
WM/Ms b a b a d d b b b b a b 
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Table 2-8 Number of distinct alleles among 9 and 4 strains of rats 
Strain 
ACl 
BN 
DA 
IS 
JC 
LOU/M 
NIG-III 
TM 
F344/N 
WBN 
WKAH 
ACl BN 
7 
F344/N 
DA IS 
3 6 
8 8 
7 
WBN 
2 5 
JC LOU/M NIG-III TM 
7 4 4 2 
3 5 8 6 
6 3 2 3 
8 8 5 6 
3 6 6 
3 4 
3 
WKAH WMJMs 
4 5 
3 4 
3 
WAG 
3 
6 
4 
7 
6 
3 
2 
4 
Table 2-9 Alleles at one or two loci between most similar strain 
Strain 
NIG-IIl 
DA 
NIG-III 
WAG 
F344/N 
WBN 
Locus 
AJpl 
a 
b 
Amyl Csl 
a 
b 
a 
b 
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Hbb Ldrl 
b 
a 
a 
b 
座{立が異なっていた。
つぎに本研究で調査した 13系統のうち浜松医大の 8系統およびエス工ルシーの3系統の
1系統の遺伝子組成について既報のものと比較した結果をTable2-10および2-11に示した。
浜松医大で維持されている 8系統のうち 6系統ではLOU/MおよびWAGの2系統を除い
ては国内、国外を泊じてすべて同じ遺伝-r組成を示した。しかし、 LOU/Mでは Es3および
Hbbの2座位で異なったタイプを示し、いずれも lapはbタイプ、 一方Bw，Maxはuタイプ
であった。なお浜松医大で維持されている LOU/MのEs3，Hbbはそれぞれaタイプという結
果が待られた。
方、 WAGでは Es1， Es2， Es3，およびSvplの4つの座佐でCabの系統がう!(:なった遺伝子
仰に固定していたO すなわち、 Eslではa，Es2，およびEs3では両座位とも dタイプをさらに
Svplでは bタイプを示した。他の Mb1，Orl， Kyo， Rijの4機関ではそれぞれ、調査した系統
と同機の b，a，aおよびaの遺伝子組成を示した。 Cab，Mb1， Orl， Rijの4機関については Csl，
Mup人Svpl，Ldrlの遺伝子座位が検索されていないため、これらの座位については調査した
系統と比較することはできなかった。
浜松医大で維持さているIS，NIG-田およびTMとエスエルシーで維持されているWKAH
およびWM/Msはいずれも国内で維持されている機関の系統と同一の遺伝子組成を示したO
? ー?
? ?
Table 2-10 Comparison of alleles at 11 loci with other sub-strains 
No.of 
Strain AJpJ AmyJ Csl Esl Es2 Es3 Eふ・4 Es14 Hbb Mupl Svpl 
holder 
ACI 51) b b a b a a b n b b a 
ACI* b b a b a a b a b b β 
BN 92) b b a a C d b a a a b 
BN本 b b a a C d b a EI a b 
DA 33) a a b a a b a b a 
DAヰ a a b a a b a b b a 
LOU b a a b 
LOU 25) b a a a b a 
LOU/M* b a a a a b a b β 
WAG b b a 
WAG 47) b b b b a b 
WAG* b b b b 。 a b 
明'KAH Hok a b a a a b b b b a 
WKAH本 a a b a a a b b b b 
WM/Ms Kyo b a b a d d b b b b a 
WMlMs Ms b a b a d d b b b b a 
WMlMs* b a b a d d b b b b a 
* tested strain -not lested 
1) lap， Max， Mcg， A， Kyo 2) Iap， Max， Han， Cab， Kyo， M， Orl， Pal， Rij， 3) Iap， Max， Han， 
4) lap， 5) Bw， Max， 6) Cab， 7) Mbl， Orl， Kyo， Rij 
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Table 2-11 Comparison of alleles at 11 loci with other sub-strains 
NO.of 
Slrain holclel・
AJpJ AmyJ Csl EsJ 
F344 48) b a a 
F344/N* b a a a 
15 Kyo b θ b b 
15本 b 。 b b 
NIG-III Hok b a b b 
NIG-III Ms b b 
NIG-III* b a b b 
TM Kyo b b b b 
TM本 b b b b 
本 tesledslrain -not testecl 
8) Tap， Max， Han， Cpb 
A: unknown 
Bw: unknown 
Cab: Harlan Olac Cpb. 
Han: Zentralinstitut fur Versuchslierzucht， F.R.G 
Hok: Hokkaido Univ. 
Kyo: Kyoto Univ 
Iap: Agricultural Research Council， U .K， 
M: unknown 
Max: Max-Planck-Institute， F.R.G 
Mbl: unknown 
Mcg: unknown 
Ms :National Institute of Genetics， Japan 
Eぷ2 Es3 Es4 Esl4 
a a b b 
a b b 
a b a a 
a b a a 
a a b a 
a a b 
a a b a 
a b a 
a a b 
Orl: Centre de 5election et d'Elevage d， Animaux de Laboratoire， France 
Pil: University of Leiden， The Netherlands 
Rij: Rep Institute Tno， The Nether lands 
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Hbb Mupl SvpJ 
a b 
b a 
b a b 
b a b 
b b a 
b b a 
b a 
a b a 
考察
前章でも述べたようにマウスについては形態学、免疫学、および生化学等の多方面から
の遺伝学的な解析がなされており、近交系マウスについては各形貨についての系統問での
スタンダードチャートが作成されている O これらの形質のうちでは生化学的遺伝子にー属す
るものがその数も最も多く報告されている。また、その検山方法も簡便である O
一方、ラットでは形態学的、免疫学的 および生化学的な遺伝子の数はマウスほどには
報告されてはいない。しかし、今後ラットがマウスと同等のレベルで使j刊されるためにも
これらの形質の遺伝学的解析がなされなければならない。このような観点から、著者はマ
ウスで最も報告例の多い生化学的形質について浜松医大で維持されている 9系統、エスエ
ルシーで維持されている 4系統の計 13系統の近交系ラットについて生化学的傑識遺伝
について検索した。
調査項目として取り上げたのは Alpl、Amyl、cυ、Esl、Es2、Es3、Es4、ESJ4、Hbb、
MupJ、Svpl、およびLdrlの 12の座位である O
調査した 13系統の 12座位における遺伝子型はいずれもホモに固定しており、ヘテロ
型を示すものはなかった。この結果から、これらの系統はすべて近交系として良好に維持
されていることがわかった。
ラットはこれまでに実験動物として使則された経緯からもマウスはどには遺伝学的な統
御に注意がなされずに系統化されてきており、同一の系統名であっても維持機関毎にその
遺伝子組成の異なっている例がよく知られている O そこで、 Benderら、 Yamadaらが行なっ
た調査結果と今回の紡呆を比較したところ、 ACI、BN、DA、F344については凶内、国外
で維持されているものとこれら 11座位の遺伝子型はまったく同 一の酬を示したi9i)
しかし、 LOU/MおよびWAGの2系統は維持機関で異なった遺伝子組成をしめすことが
明らかとなった。
般に、兄妹交配を 20代以上繰り返すと近交係数 (coefficientof inbreeding)は98. 6 
%となり、個体の遺伝子座は同一祖先のもっていたうちの一つの遺伝子に制定することに
なる O したがって同じ系統であれば個体と個体の問の遺伝的机l似j交をあらわすj心主である
血縁係数 (coefficientof relationship) は99. 6 %となり、この場合同じ系統であれば、そ
の遺伝子組成も同じでなければならないはずである O
このLOU/MとWAGの両系統でみられた維持機関での異なった遺伝子組成を生ずる原|ょ
として次の 3つの場合が考えられる O
まず、突然変異によって従来と異なった遺伝子型に変化した場合があげられる O ただし、
????
このような例はきわめてまれな例であると考えられる O 一般には次の 2つの原副が主と考
えられる O
すなわち、近交系として成立してから後に他の近交系との問で不測の交雑(遺伝的コン
タミネーション)が起こった場合、もしくは近交系として成立する以前(遺伝子型がヘテ
ロの状態で)に別の機関に分与されるなどして、その後に異なった遺伝子型に|主|定した場
合である O これらの点を踏まえて、この LOU/Mと WAGの例を考察してみると、まず、
LOU/MはBazinand Becker によって Wistarラットから形質細胞腫 (plasmacytoma) の発症
程度によって28のparallelsublineが育成され、その内から発症率の低いプJに選抜された系
統で、怒るう)BC耐 rらの調査した系統は向山ytoma高発症のLOU/Cか低発注のLOU/Mか
が明記されておらず、この両方が同じ系統として扱われた可能性がある。また、この LOU
は近交系として成立する以前に N.I.H.に分与されている O したがって、この LOUにみられ
る遺伝子座位の多型性は先に挙げた 3つの場合のうちの3番目の例すなわちもともと多川
性のある集団からある形質について選抜されるか、あるいは近交系として成立する以前に
別の機関に分与されるなどして同じ遺伝子座に多型性が生じたものと思われる O
他方、 WAGでは調査対象とした 12座位のうち、その 1/3の4出位が維持機関で以
なった遺伝子型を示した。WAGはWiSlar系ラットを起源として A.L.Bacharachが飼育を開
始したとされ、 3つの盟系があり、戸れらの毛色はそれぞれ ;1，C， h，、A，C， h， A， C， H，の遺
伝子が関与することが知られている O そして、その原因は系統聞のコンタミネ-ションで
あろうと推定されている O したがって、これらの生化学的襟識遺伝子の多型化刻象につい
ても、原因の 2番目に述べた近交系として成立してから他の系統との聞で不i1lJのうど雑が起
こった結果であると考えられる O
このように近交系ラットでは同じ系統名であっても遺伝子組成の異なっている例がある
が、このような場合その対処法として次の 2通りの方法が提唱されている O
①調査した遺伝子型のうち iつに異なった型が見つかった場合には盟系として表示する O
②調査した遺伝子型のうち 2つ以上に異なった型が検山された場合にはま ったく県なった
系統として表示する O 実際に、 WKAHでは維持機関の Hok(北大、北海道) とMs(遺
伝研、 三島) で異なった遺伝子型に固定していることが分かり、それぞれWKAH と
WKAMの2つに名称が変更された例が報告されている O
いずれにしても、今回の調査結果からも LOUの場合は LOU/Mか LOU/Cかをはっきり
と明示することが必要であると思われる O
また、 WAGに関してはWAG/Cpbの機に亜系記号を明記するかWAGとは全 く児なった
系統名を表示することが必要であると考えられた。
????
また、浜松医大で維持されている IS、NIG-III、TMおよびエスエルシーで維持されている
WKAH、WM/Msについては他の維持機関と同機の遺伝子組成を示し、系統維持 Lの問題は
仙いことを示唆していた。
このように近交系ラットについては各々の遺伝子組成を調査する ことの重要性が痛感さ
れたが、その|祭、生化学的標識遺伝子は非常な威力を発揮することがわかった。今凶得ら
れたこれらの結果は導入後もその系統が正しく維持されているかどうかを定期的に調べる
遺伝学的モニタリ ングの重要な情報となると思われる O
遺伝学的モニタリングの目的には以下の 2つが考えられる。すなわち、系統が正しく維
持されている事の維認。 他のひとつはその系統に特有の遺伝子を保有している事の倣認で
ある O
Table2-2~こ示したように今回調査対象とした各系統は毛色だけでもそれぞれの系統間有の
ものである O 例えば、 ACI 、 DA 、 IS の野生色、 T~v1 の red eye dilution (遺伝子記号 r)、
や NIG-IIIのrubyeye dilution (遺伝子記号plJ) のようにそれぞれ特徴的なものもあるが、
使用されているもののうちそのほとんどはアルビノ(紅服、被毛は白色)である O したがっ
て、今回調査した生化学的遺伝子を検索する以外にこれらアルビノ間での識別は困難であ
るO
その生化学的遺伝子についてモニタリングする場合、モニタリングの目的の lつが他の
系統との不測の交雑をチェ ックすることである事から、対立遺伝子の表現型はFlの場合
どちらか一方が優性に発現するより共優性的に発現する方が望ましい。今山、調査項1-1と
した 12座位のうち共優性の型を示すものは 8座位あるが、今後、調査項目の選定につい
てはこの点を考慮することが重要であろう O
ただし、浜松医大、エスエルシーの2つの機関で維持されている系統制|冗間ではこれら
1 2座位について同じ遺伝子組成を持つものは無く、浜松医大では最も組成の異なる組合
せで 8座位、最も似た組合せでも 2座位は異なっていた。また、エスエルシーでは同線に
5座位と 2座位であったことから今回の 12座位の調査項目でも十分に遺伝学的モニタリ
ングを行なうことが可能であることがわかった。
これらの結果は今後、ラ ットの遺伝学的モニタリングに|探しての有用な情報となること
が示唆された。
? ??
要約
ラットの遺伝学的特性を I~J らかにする日的で、その検索プf 1:去として生化学的遺伝子に着
目し、浜松医大で維持されている 9系統、エスエルシーで維持されている 4系統の近交系
ラットについて、電気泳動j丈ーによって生化学的遺伝子を検索し、以下の結栄が得られた。
1 )調査対象とした 12座位の遺伝子型は 13系統のいずれに於いてもホモ型を示 し、こ
れらの系統は近交系として良好に維持されている事がわかった。
2 )これらの 13系統のラットの遺伝子組成を国内、国外で維持されている同ーの系統
の組成と比較したところ、怪|内で維持されている系統については同じ組成であることがわ
かった。また、国外で維持されている系統では同一の名称の系統聞でも呉なった遺伝子型
に同定している例があり、近交系ラットについてはそれらの遺伝子型を前も って調査して
おくことが重要であると思われた。また、その場合、必要ならば亜系表示もしくは系統名
を変更することも考慮すべきであると思われた。
3 )検索した 12座位の遺伝子型は浜松医大、エスエルシーの2つの機関で維持されて
いる系統相互間では同 のー遺伝子組成を持つものは無く、これらの座位で有効にモニタリ
ングできることカfわかった。
以上のことから、今後のラットの遺伝的モニタリングに際しての有用な情報が得られた。
? ?
?
?
?
第 3 章
近交系ラットの生化学的標識
遺伝子検索の為の簡便な電気
泳動法の確立
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緒言
前章において浜松医大およびエス工ルシーで維持されている総計 13系統の近交系ラ ッ
トについて 12座位の生化学的遺伝子の遺伝子型を検索し、それらの遺伝子組成をゆjらか
にした。このよっに、生化学的遺伝子は電気泳動法ーによ ってそれほど煩雑な操作を必要と
せずに検索する事ができる Oただし、遺伝学的モニタリングを flíl~ とする場合にはなおい っ
そうの校術の簡便さが求められる O
従来の電気泳動法はそれぞれ泳動可能な酵素 ・蛋白についてそれぞれ支持体となるゲjレ
を白製するのが一般的であった。また、泳動する|療の緩衝液についても同機にfl製しなけ
ればならず、さらに、試料の調製法、泳動条件についても項目毎に異なるとし寸煩雑さが
あった。
本章では簡便な電気泳動法を確立する事を目的としてこれらの点について改良すべく、ib-
販のセルロース・アセテー トj撲を支持体として別いた泳動法について数種の酵素・蚕じlに
ついて泳動の可否を検討した。また、緩衝液についても向 ーの緩衝液で、泳動で、きるように
検討した。さらに、試料の調製、泳動条件等についても同一の条件でできるように検討し
た。
? ??
?
材料および方法
i、調査対象とした系統
調査の対象とした系統は AC1，DA， LOU/M， BN， 1S， TM， NIG-ru ， PVG/Cの8系統および
エスエルシーで維持されている F344/N，WBN/Kob， WKAH/Hkm， WM/MSの4系統の合計
1 2系統である O
被検W)J物としてこれらの各系統の系統維持に月]いた種動物、もしくは兄妹交配によって
生産された成獣の雌雄、各系統 2---3匹ずつを供した。
2、調査した遺伝子座位名
今回、調査の対象とした遺伝子座位名と検索に用いた試料を Tab-Ie3-1に示しA8)
3、電気泳動方法
1 )泳動用試料の調整
各遺伝子座位における遺伝子型を検索するために用いた臓端試料はJfl紫、亦l血球浴lf11
球、ノト)揚(空腸)、)J草j版、腎)臓、 JfJ臓、尿、精のうJj泉分泌液である O これらの試料はラッ
トにエーテル(麻間半月j.三楽ファインケミカル製)で麻酔した後、以下の処置を施した。
①血紫・赤血球?~fÚlli夜
第2章と問機の処置を施し、浴血液は 21.音量-の純水で、浴lIlさせた。試本|の保存につ
いては第2章と同械に行なった。
②小腸(空)揚)
重量の2倍の純水でホモジナイズし、第2章と|司係の処置を施した後、保存した。
①勝)臓
重量の 2 倍の~1~ïJくでホモジナイズし、第 2 章と同機の処置を施した後、保存した。
④腎臓
重量の2倍の純水で、ホモジナイズし、第2章と同校の処置を施した後、保存した。
①肝臓
重量の2倍の純水で、ホモジナイズし、 12、OOOrpm、20分、 4ocで遠心し、上澄を
使用時まで-2 OoCに凍結保存した。
⑥尿
第2章と同様の処置を施した後、保存した。
? ???
Table 3-1 Locus symbols and samples in this research 
Protein and Enzyme Locus Sample 
Hemoglobin beta chain Hbb RBC-lysite 
Major urinary protein 1 九1upl Urine 
Seminal vesicle protein 1 Svpl Seminal vesicle 
secretlOn 
Group specific component Gc Plasma 
Esterase 1 Esl J句u川 m
Esterase2 Es2 Plasma 
Esterase3 Es3 Jりunum
Esterase4 Es4 Kidney 
Catarase 1 Csl RBC-lysate 
Amylasel Amyl Pancreas 
Lactate dehydrogenase Ldrl RBC-lysate 
regulatorl 
Fumurate hydratase 1 Fhl Liver 
???〈?
⑦精のう腺分泌液
第2章と同様の処置を施した後、保存した。
2 )電気泳動の方法
(1)泳動用支持体の調製
i;kmJJ用の支持体にはセルロース・アセテ-ト膜(ヘレナ研究所製、 TITAN-II. Cal. 
No.3023) を用いた。このセルロース・アセテート膜はj撲の裏側にプラスチックの支え
がついており、Jj莫を破損することなく取り扱える O
(2)操作手順
セルロース ・アセテ-ト膜を支持体とする電気泳動に必要な器具を示した (PhOlO3-
①泳動織の準備
まず、はじめに泳動惜の準備を行なう o f1u極の電極借に緩衝液を約 50mlずついれる
(Photo 3-2 )。電極[/1ilf.紙は長い方が電位借にくるように陰極および、陽極の仕切りにおいた。
減紙に緩衝液が十分浸透したら、たるみがないようにセットした。
②セルロース・アセテートj撲の準備
セルロース・アセテート膜は泳動械と同じ緩衝液をいれたビーカーに静かに浸し、バッ
ファライズした。セルロース・アセテー トj撲を急速にいれると膜而に気治が付き、 ik動像
の歪みの原因となる O 泳!fJ)に使用する前、少なくとも 5---10分は浸しておいた。使川に
際しては、 j撲を引き上げて余分な緩衝液をj慮、紙で、挟んで、吸い取った。
③試料の準備
ijk動する試料は、サンプルウエルに 10 μtずついれておき (Photo3-3 )、アプリケータ
ーで上記のセルロース・アセテート)撲に塗布してゆく (Photo3-4 ) 0 1回で0.3μee塗布で
きる O この段階は膜が乾燥しないように注意して速やかに行なった。
④セルロース ・アセテート)J英用緩衝液および電位別緩衝液
どちらの緩衝液も Veronal緩衝液 (Barbital1.8g、Barbital-Sodium1 0.3g11 ，000011 D.W. )の
みを用いた。
①電気泳動
試料を塗布した膜はi;k動糟にセットするが、J1葉面を下にして同t]極のウイックスと)撲が術
着するようにした。赤と黒のリード線を電源に接続した (Photo3-5 ) 0
対象とする酵素・蛋白毎の条件で泳動した。
③泳動条件および染色方法
泳!ffJ)はすべて 200V定電圧 30分で行ない、染色は Table3-2に示した組成で行なった。
? ??
⑦ゲルの染色および固定
泳動終了後、セルロース・アセテート)撲をj慮、紙で扶み余分な緩衝液を吸い取り、蚕(1染
色の場合はそのまま O.3 %ポンソ-S (Ponceau S， Sulfosal icylic acid dihydrateに治解す
る)に 1-2分浸した。酵素染色の場合、染色液は泳動終了直前にそれぞれ調製した。染
色法には検出したい酸素によって染色液に O. 8 %の寒天液を混ぜ、てj摸上で重層させるノj
法(寒天重層法)と染色液に浸す方法の 2つの方法があり、 Esl，Es2， Es3. Es4. LdrJ. Fh 1の
6項目は寒天重層法で Hbb，Mupl， SupJ， Gc， CsJ， AmyJの6項目は、それぞれの染色波に、
浸す方法で染色した。
染色が完了したj撲は 5%酢酸水溶液につけて反応を止め、そのまま固定した。
??? ?
Photo. 3-1 セルロース・アセテート膜電気泳動に必要な器具
Photo. 3-2 電極槽への緩衝液の注入
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Photo. 3-3 試料のサンフルウェルへの注入
Pho t o. 3-4 セルロース・アセテート膜への試料の塗布
4 1一
Photo. 3-5 泳動槽の電源への装着
???? ? ?
結果
Table 子2 に今回の簡使法で泳動可能な醇素・蛋 I~ " 名、遺伝子J主位名、それらの泳動に川
いた試料および染色方法を示した。また、 Photo3-1 1 --3-14に各々の泳動像を示した。
また、 Fig.3-1にそれらの泳動像をまとめて図示した。
酸素・蛋白のいずれの場合も各々の活性帯をi児i僚に判定できる泳動像が何られた。
Table 3-3にこれらの依動方法を月jいて浜松医大およびエスエルシーで維持されている近
交系ラットについて検索した結果を示した。
浜松医大での ACI，BN， DA， IS， LOU/M， NIG-II， TMの各系統における Amyl，Csl， Es人
Es2， Es3， Es4， Hbb， Mup人Supl，Ldrlの 10座位における遺伝子型については前章と同係の
結果が得られた。また、エスエルシーで維持されている F344，WBN/Kob， WKAHlHkm. WM/ 
Msの4系統についてもこれらの 10座位における遺伝子型は前章と同機の結米-であった。
今/l!lの泳動法で、lよAlpl，Es14の2座位は泳動不可で、あったが、その代わり、 Gcおよび
Fhlの2座位について泳動することが出来た。Table3-4にこれまでラットで報告されている
酸素・蛋白の生化学的遺伝子を検索する際のゲル、緩衝液、 uk動条件および本章で述べた
簡便な泳動方法で泳動を試みた結果を示した。
これら 13座位の内では他に Ahd2，AhdcおよびPep3の3つのj単位についても今|日!の条
件で、泳動可能で、あることが明らかとなった。
- 4 3 -
Table 3・2Tissue sample and staining method for 12 loci of protein and enzyme 
Protein and Enzyme Locus Sample Staining 
Hemoglobin beta chain Hbb RBC-lysate Ponceau-S 0.5 % 
in 5% Triclu-olo acetic 
acid 
Major urinary protein 1 ん1upJ Urine 'l 
Seminal vesicle protein 1 Svpl Seminal 。
vesicle 
secretlun 
Group specific component Gc Plasma 
ESlerasel EsJ Jejunum s -naphtyl acetate 250ul 
Fasl blue RR 10mg 
Esterase2 Es2 Plasma 。
Esterase3 Es3 Jejunum rシ
Esterase4 Es4 Kidney // 
Catarase 1 CsJ RBC-lysate Hydrogen peroxide 
Fenic chrolide 
Potassium ferricianide 
Amylasel Amyl Pancreas Starch hydrolysed 
Iodine 
Potassium iodine 
Lactate dehydrogenase LdrJ RBC-Iysate NaDL-Iactate 1.0ml 
regulatorl NBT 2mg 
PMS lmg 
NAD 2mg 
Fumarate hydratase I FhJ Liver Fumaric acid 30mg 
NAD lOmg 
Na-pyruvate 25mg 
MTT 3mg 
PMS lmg 
Malate dehydrogenase 
37.5μ 
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一一一一一一一一
Ldr1 ルfup1 Svp1 
十 I+ 
b a b 
----
-・・・・圃・・・O.R-l 一一二二二二一一二二二二一一一一 -・圃・ ・田町圃 ・圃・ ・・圃-
D.R 一一一一一一一一一一一一一一一一
-・・・・・・・・・・・・・・圃・周回・・・・圃・・・園田・・固圃・
D.R汁 一一一一一一一一一 1.1 こ二二二二
Fig. 1 Schematic illustrations of zymogram patterns of 12 loci (O.R.=Origin) 
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Table 3-3 Allelic distributions at 12 loci in 12 strains of rats 
Locus 
Strain Amyl Csl Esl Es2 Es3 Es4 Hbb Mupl Svpl Ldrl Gc Fhl 
ACI b a b a β b b a a a b 
BN b a a C d b ，1 b b 
DA β a b a a b b a b a b 
IS a b b a b β a b a a b 
LOU/M a a a θ β b a b b β b 
NIG-II a b b a a b b b b a b 
TM b H b a C b b b a b b b 
PVG/c β b b a a b a a b a 
F344/N a a a a b 白l b a a b 
WBN/Kob a a a a a b a b a b a b 
WKAHlHkm b a a a b b b a b a b 
WM/Ms a b a d d b b a b a b 
50 -
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Table 3・4Trial for other loci of standarized electrophoretical method 
Condition Slandarized 
Locus Gel Buffer 
V mm. method 
Aconl C.A. Phosphale 180 75 NO 
(pH7.0) 
Acp2 C.A. T-h-HCL 120 45 NO 
(pH5.9) 
Ahd2 C.A. T-Gly 200 30 YES 
(pH8.0) 
Ahdc C.A. T-Gly 200 30 YES 
(pH8.0) 
Akpl C.A. TEB 200 20 NO 
(pH7.8) 
AlpJ C.A. Phosphate 200 30 NO 
(pH7.0) 
Es6 PAG T-Gly 200 30 NO 
(pH8.0) 
Es7 PAG T-Gly 200 30 NO 
(pH8.0) 
Es8 PAG T-Gly 200 30 NO 
(pH8.0) 
Es9 PAG T-Gly 200 30 NO 
(pH8.0) 
EsJO PAG T-Gly 200 30 NO 
(pH8.0) 
EsJ4 PAG T-Gly 200 30 NO 
(pH8.0) 
Pep3 Slarch T-NaOH 100 16hrs. YES 
(pH7.4) 
C.A. : Cellulose Acelate 
PAG : Polyacrylamide 
Standarized method : No. not success， YES. success 
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考察
近交系のマウスについては遺伝学的モニタリングの際に川いる標識遺伝子として既に生
化学的遺伝子が汎Jl1されており、他にも免没学的遺伝子等も利Jtiされている O これらの傑
識遺伝子の望ましい4条件として以下の事があげられているう)
①結呆に再現性があること -Exact-
②手技、手法が簡便で、迅述に結;誌が得られること-Easy一
③その遺伝子座に多型があり、系統の判別を有効に行なえること -Efficient -
④検査に際して高仙‘な機器類を必要としないこと -Economyーの条件である O
これらの点を踏まえて今日まで、近交系マウスでは遺伝学的モニタリングシステムが他
iされてきた。
近交系マウスの遺伝学的モニタリングに使用できる襟識遺伝子は、その遺伝子の生物学
的効栄によって、形態学、生化学、免疫学、分子遺伝学、楽迎遺伝学および京I1I)J包j宣伝学の
6種類の分野の手法で解析することができる O これらを前述の 4条件の "E"を基準にして
評価すると、すべての "E"を満たすものは生化学と免疫学の標識遺伝子であると考えられ
ている O
改めて述べるまでもなく、実験動物として用いられる動物磁の|付ではマウスの遺伝学研
究は最も進んでおり、生化学的襟識遺伝-了a をとっても既に{確立されたものが約 10 0 J~~位
あり、免疫学的襟識遺伝子のそれと比較しでも多数の遺伝子座が広範に各染色体に分布し
ている事がわかっている O
この点を考慮して、近交系マウスについては此に生化学的標識遺伝-[-について、今川)1
いたセルロース ・アセテー ト)J莫による電気泳動システムが佐立され、応HJされている O
一方、ラットでは生化学、免疫学の傑識遺伝~r-はもちろんのこと、他の楳識遺伝γ- につ
いてもマウスに比べれば遺伝学的モニタリングに応用できるものははるかに少なく、ラ ッ
トの遺伝学的モニタリングシステムはマウス程には佐立されていなかった。
しかし、近年マウスで何られた知見を基にラ ットにおいて多)J iflでの解析が進み、生化
学的標識遺伝子のみについても約 50座位の遺伝子が佐立されてきており、マウスにおけ
ると問機に遺伝学的モニタリングシステムの佐立は可能な状況とな ってきている Oそして、
その際の手法や項目についてもマウスで既に確立されたシステムを応用すれば効栄的に作
業が進行するものと忠われる O
Table 3-5に今回調査した項日の泳動j去について従来用いられてきた)Jtよ-と本実験での簡
便法を比較した。
?
??
??
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Table 3-5 Originally electrophoretical method for 12 loci 
Locus Sample Gel Buffer Condition 
(hrs.) 
Hbb RBC (X 113)* Starch TEB 100V 15 
(pH8.4) 
Mupl Urine PAG TEB 150Y 
concentrate (pH8.6) 
SvpJ Seminal Starch TEB IOOY 18 
vesicle (pH8.6) 
tluiu (X 112) 
Gcl Plasma PAG T-Gly. 15mA 
(pH8.6) 
EsJ Jejunum (X 1/3) Starch L-Borate 200Y 18 
(pH8.1 ) 
Es2 Plasma Starch TEB 200V 18 
(pH8.6) 
Es3 Jejunum (X 113) Starch L-sorate 200V 18 
(pH8.1 ) 
Es4 Kidney (X 112) Starch L-Borate IOOV 18 
(pH8.1 ) 
Csl RBC (X 1/3) Starch Borale-NaOH 200V 3 
(pH7.8) 
Amyl Pancreas Agarose VBS 200Y 2 
(X 1/4) (pH8.6) 
LdJ"l RBC (X 1/3) Agarose P-Citrate 150V 5 
(pH7.0) 
FhJ Liver (X 1/3) PAG T-Phosphle 150Y 
(pH8.1) 
PAG : Polyacryl Amide TEB: Tris-EDTA-Borale 
T-Gly Tris-Glycin 
本uilutedwith 3 volume of L-Borale: Lilhium-Borate 
D.W. YBS : Yeronal 
P-Citrate: Phosphate-Cilrale 
T-Phosphate: Tris-Phosphate 
5 3 
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Table 3-6 Standarized electrophoretical method for rat monitoring 
Sample : jejunum，liver and kideny were homogenized with 2 volume of distilleu water. 
Gel : Titan-III cellurose acetate membrane were used for l2 of the protein or enzyme. 
Buffer : Veronal (pH8.6) were used for electrode and gel buffer. 
Condition : Running voltage and time were 200V. and 30min. at room temperature. 
Staining : Ponceau-S were used for protein and "agar over lay" method were used for enzyme. 
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例えば、支持体についてはスターチ、アクリルアミド、アガロ ースをそれぞれJlJし、てき
たが、それらを 1]製するには 3位類ともに作製するゲルの大きさにもよるが、準備を始め
てから使Hlできるまでに数時間を要していた。また、支持イイドを作製する為の緩衝械やj水il-;J
月1の緩衝液も両手素・蛋仁lによってそれぞれ異なっており、アクリルアミドの場合の係にゲ
ルの作製に数槌類の緩衝液が:必要なものもある O
さらに、泳動1寺1mについても頃日によ って呉なるが、数時間から 10数WS:ILllのj迫電が必
要であった O そして、染色の|療には各々の文持体とも破損しやすく取り扱いには注怠しな
ければならないという煩雑さがあり、 全体として熟練を裂する手法であるとされていた。
本章で検討したシステムの概要を Table3-6に示した。このシステムは試料の剥製から泳
まめにいたるまでの操作をなるべく簡単に、かつ統一 して行なえることを最優先の条件と考
えた。
すなわち、試料に用いる各j臓探ーの調製はすべて重量の 2倍の純水で、ホモジナイズし、支
持体も市販のセルロース・アセテート)撲を各酵素・蛋 1~1 の検山に共通して川いた。また、緩
衝液もベロナール緩衝液 (pH8.6)に統一し、 ilkil')J条件についてもすべて200V 、30分で行
なった。
実際にこれらのシステムを川いて浜松医大およびエスエルシーでそれぞれ維持されてし
る近交系ラットについて生化学的襟識遺伝子 12座位における遺伝学的モニタリングをお
こなったO
その結果、検索した各遺伝子座位における各系統の遺伝子分布を見ると浜松医大の系統
では各遺伝子j坐毎に系統1mでかならず対立する遺伝子が含まれており、かっそれらの遺伝
子組成も各系統相互間は同 のーものはなかった。したが，って、これら 12遺伝子極佐は浜
松医大の 8 系統に関しては矧~*íl~ にモニタリングできる項 rIであることが分かった。
方、エスエルシーの4系統にfUJしては系統制jZL間で、同一の遺伝子組成をぷす例はなか/
たが、 12遺伝子庄の|勾半数の Mupl，Svp人Gc，Esl， Es4， FhJの各遺伝子主任では全系統がli
じ遺伝子分布を示した。したがって、遺伝的モニタリングの命題が II 常の飼育管叫がtI~ し
く行なわれていることの碓訟や不測の交雑の嫡発を目的として行なわれるならば、 j'.jeの
6遺伝子座に限ってみればエス工ルシーにおけるモニタリングの項目としてはそれはとγj
効では無いのかも知れない。
したがって、エスエルシーにおける調査項目については維持している系統聞でなるべく
異なった遺伝子型を示す項目を採則することが望ましいと忠われる O
今後は本システムを月j し、て(也の酵素・蛋白についても )Jt，}l1の 'I'J~ を検討していけば名々
の機関で遺伝的モニタリングに有効な項Hを確立できるものと思われる。
したがって本法は従来の方法より簡便であり、十分実tHにi耐え得るものと考えられた。
?「?
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要約
近交系マウスについてはすでに遺伝学的モニタリングのシステムは佐立されており、利
用されている項目のうちでは生化学的標識遺伝子がかし則されている O
その理由として、
①結果に再現性がある事-Exact一
②手校、手法が簡便で、迅速に結果が得られる事-Easy -
③その遺伝子座に多型があり、系統の判別を有効に行なえる事-Efficient -
④検査に際して高価な機器禁iを必要としない事-Ecoωmyーの 4条件があげられている O
一方、近交系ラットについては、実験動物として利用されてきた廃!とはマウスと!日jじ位
いにもかかわらず、遺伝学の領域での利用がほとんどなされていなかった為か、マウス
程には遺伝学的な統御がなされずにきた。しかし、近年移柏免疫学等をはじめとする多く
の研究分野での進展につれて近交系ラットの使川される機会がよ皆川|し、その遺伝学的統制!
の重要性が注Uされるようになってきた。
そこで、遺伝学的モニタリングのマウス並みの確立が必要とされる O マウスとラットは
属と種が異なっているものの、分類学的にはほぼ近縁に位置していることから生理的な話
機能はよく似ていると考えられている O したがって、マウスで待られた知見をもとにすれ
ばラットについても効率良いシステムの，碓立が計れるものと思われる O
そこで本章では近交系マウスの遺伝学的モニタリングにがunされている生化学的機識遺
伝子について、 -IÌÍJ述の 4 条件をより満たすための簡便な篭気泳動~l による検索を試みた。
その為の条件として、以下の点について改良した。
①j臓器試料は重量の 2 倍のk:'~)1えで、ホモジナイズした。
②支持体は市版のセルロース・アセテ-ト肢のみを刷いた。
①ゲル川緩衝液、 i;k動月]緩衝液はいずれもベロナール緩衝液のみをJljし=た。
④泳動条件は 20 0 V 、30分とし、泳動は室ilJAで行なった。
1 )その結果_L記の条件で、Amyl，Csl， Esl， Es2， Es3， Es4， Hbb， Mupl， SupJ， Ldrl， Gcおよび
Fhlの 12 J坐位について泳動することができた O
2 )以上の条件で、浜松医大の 8系統、エスエルシーの 4系統についてらた際に近交系ラッ
トのモニタリングを行なったところ、良好な結巣が得られた。以上のことから本法は
従来の方法-よりも簡便で実則的な手法であると考えられた O
??? ?
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第 4 章
生化学的標識遺伝子組成による
近交系ラット間の類縁関係の
推定
???
?
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緒言
前章において、近交系ラ ットの生化学的標識遺伝子検索のための簡便な電気泳動j去の千
法について検討した。その結果、この手法によって浜松医大の 9系統、エスエルシーの 4
系統の総計 13系統の近交系ラットの遺伝学的モニタリングは可能であり、このuk動方法
は簡便で実則的であると考察した。これらの生化学的標識遺伝子はすべて|可じ染色体上に
あるわけでは無く、適度に各染色体上に広く分布していることから系統聞での遺伝子型の
違いを比較することにより系統間の遺伝子組成そのものの比較すなわち 遺伝学的特性を
明らかにすることが可能である O
さらに、これらの生化学的標識遺伝子は遺伝子を染色体へマッピングする際のリンケー
ジマーカーとしても重要な働きをする O
したがって、各系統ごとに生化学的標識遺伝子の標準組成表(スタンダードチャート)を
作製した後に、系統相互間の類似性について検討しておけばマッピングする際の系統の選
択に有用な情報となるとおもわれる O
そこで、本章では、第 2章および第 3章で、簡使な電気泳動j去により調査した生化学的機
識遺伝子とすでに報告されている生化学的遺伝子を力1えて計21座位を対象とした。また、
これらの生化学的襟識遺伝子組成による近交系ラット聞の類縁関係についても検討した。
??「
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材料および方法
l、調査対象とした系統
本章で調査の対象とした系統は浜松医大で、k:1ff':~: されている ACI ， BN， BDIX， DA， DA-bg， IS， 
LOU/M，ト~IG-Ill ， PVG/c， TMの 10系統およびエスエルシーで維持されている DA，F344/N， 
WBN/Kob， WKAH/Hkm， WMlMsの5系統の総計 15系統の近交系ラ‘ツトである o Table 4-
lにこれらの系統の起源となった系統名と系統の作山者名を示した O
被検動物としてはこれらの各系統の系統維持にバドミた極動物、もしくはう己妹交配によ っ
て生産された成獣の雌雄、各系統 2-3匹ずつを供した。
2、調査した遺伝子座位名
本章で新たに調査の対象とした遺伝子座位名と検索にJljいた臓得試料名をTable4-2に11'
した。
3、電気泳動方法
1 )泳動用試料の調製
各遺伝子J坐位における遺伝子型を検索するために川し、た臓器試料はラットの血紫、亦山l
球溶血液、ノト)助(空j揚)、 J本j臓、腎)臓、肝臓、!示、精のう腺分花、液である O これらの試料は
ラットにエーテル(麻酔Jfj・二三楽ファインケミカル製)で麻酔した後、第3章と!日j株の処
置を胞し、試料の保存についても同様に行なった。
????
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Table 4-1 Origin and their establishment of 14 strains of rats 
Strain 
ACI 
BN 
BDIX 
DA 
DA-bg 
1S 
LOU/M 
NIG-III 
PVG/c 
TM 
F344/N 
WBN/Kob 
WKAH/Hkm 
WMlMs 
Origin 
Unknown 
Wild rat 
Wistar 
COP? 
DA 
WMJMs X Wild rat 
Wistar 
Wild rat X 
Castle's black rat 
Unknown 
Long-Evans? 
Unknown 
Wistar 
Wistar 
Wistar 
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Establishment 
Curtis et al. 
Silvers et al. 
Druckrey 
つ
Nishimura 
Ishibashi 
Bazin et al 
Yosida 
Glaxo. U.K. 
Nishimura 
Curtis et al. 
Kobori 
King 
Yosida 
(1926) 
( 1958) 
( 1985) 
(1968) 
( 1977) 
( 1956) 
( 1946) 
( 1967) 
( 1920) 
(1976) 
( 1909) 
( 1944) 
. 
Table 4-2 Tissue sample for 9 loci of protein and enzynne 
Protein and Enzyme Locus Sample 
Aconitasel AconJ Kidney 
Acid phosphatase2 Acp2 Testis 
Aldehyde dehyclrogenase2 Ahd2 Liver 
Aldehyde dehydrogenasec Ahdc Liver 
Kidney alkailnephosphatase 1 AkpJ Kidney 
Plasma alkalinephosphatase 1 AJpJ Plasma 
L-glycerophosphate GdcJ Liver 
dehydrogenase 1 
Hydroxy acid oxidasel HaoJ Liver 
Peptidase3 Pep3 Kidney 
- 6 1 
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2 )電気泳動方法
( 1 )泳動JI]支持体の調製
ijk動JTIの支持体には第 3章と同様にセルロース・アセテート膜を全ての頃日について)jj
いたO
(2)操作子)lu
泳動槽の準備からゲルの染色および固定までの操作手)ITはし、ずれも第3章と|叶機に行なっ
た。ただし、今日新たに取り上げた 9項目についてはTable4-3にゲル染色液の組成を示し
た。
また Table4-3にセルロース・アセテート膜用緩衝液および電極JTj緩衝液、 uk動条件をiJ'
し、Table4-4にゲル染色液の組成を示した。回定は第3章と同機に5%酢般の水浴液で、行なっ
た。
3 )最短距離法による類縁関係の従定
近交系ラット問の類縁関係の推定は階層的クラスタ一分析のうちの巌短距離法でデンド
ログラムを作成して行なった。)
?
??
??
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Table 4・3Electrorhoretical method for newly additional 9 loci 
Locus Gel 
Condition 
Buffer 
V mln. 
AconJ C.A. T-G (pH8.6) 200 60 
Acp2 C.A. T-H (pH5.9) 120 60 
Ahd2 C.A. T-G (pH8.6) 200 60 
Ahdc C.A. Phosphate (pH7.0) 200 30 
AkpJ C.A. Phosphate (pH7.0) 100 40 
AlpJ C.A. T-C (pH8.2) 200 40 
GdcJ C.A. T-C (pH8.3) 200 60 
H，IOJ C.A. T-C (pH7.5) 100 30 
Pep3 C.A. TEB or VBS 200 30 
(pH8.4) (pH8.6) 
C.A. : Cellulose Acetate T.G. : Tris-Glycin 
T-H : Tris-Histidine 
T-C : Tris-Citrate 
TEB : Tris-EDTA-Bcrate 
VBS: Veronal 
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Table 4-4 Staining reagent for newly additional 9 loci 
Locus Staining reagent 
Acon 1 cis-aconilate 1 Omg，NADP 2mg， 1 M MgCI2 0.6ml，MTT 20mg，PMS 1 mg， Isocitrale 
dehydrogenase 1 ml 
Acp2 s -naphtyl phosphate 1 Omg，Fast violet B 10mg 
Ahd2 Acetaldehyde O.Sml，NAD 13mg， Na-pyrvate 2Smg，Pyrazole 2Smg，MTT 3mg，PMS 
lmg，lM KCN lml 
Ahdc Same as Ahd-2 
Akpl s -naphtyl phosphate 1 Omg，Fast violet B 1 Omg， 1 ivfMnCI2 0.1 ml 
Alpl s -naphtyl phosphate Smg，Fast blue RR Smg，MgS04・7H206mg 
Gdc 1 DL-L-glycerophosphate 1 Omg，NAD 20mg，MTT 20mg，PMS 2mg，Na-pyrubic acid 20mg 
Haol L-hydroxy iso capric acid 13mg，o-dianisidine 2mg，Peroxidase ] mg，O.S%KCN 1 ml 
Pep3 L-leucyl-L-alanine 20mg， L-amino acid oxidase 5mg，Peroxydase Smg， 1 M MnCI2 
SOul，o-dianicidine lSmg 
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結果
今回調査した、浜松医大の 10系統およびエス工ルシーの5系統の総計 15系統の 21 
座位における遺伝子型をTable4-5およびTable4-6に示した。
1 5系統の 21 J主位における各遺伝子:a!はいずれもホモに固定しており、ヘテロ型を7J'
す例はなかった。また、浜松医大で維持されている 10系統十LlT.1りの各遺伝I座における
遺伝子型はDAとそのコアイソジェニック系のDA-bg以外すべての系統についてl可ーのタ
イプを示したものはなかった。
各J単位における遺伝子型では TM系の Gcのみが bタイプを、 lS系の Es4がaタイプを、
BN系の Es2が Cタイプおよび、 GdcJが bタイプのみを示し、他の 11系統はそれぞれCじ
では aタイプEs4では bタイプ、 Es2では Hタイプ、 Gdclでは αタイプであったO
他の 151坐位の遺伝子型は 2つ以上の対立遺伝子が2つ以上の系統にそれぞれ分布して
いた。このうちEs3にのみ4つの複対立遺伝子が検1Jされた。伐りの 161単位ではいずれも
2つの対立遺伝子が認められ、それぞれのタイプは 2つ以上の系統に分布していた O
方、エス工ルシーで維持=されている 5系統相互間では lつの系統のみがlNなった遺伝
子型を示 したのはDAのEslがb，Akplがb，H，ωlが bタイプをそれぞれ示したO また、 F344
ではLdrlがa，WBNのPep3が el，を、 WMlMsのEs2，Es3， Ahd2がそれぞ、れd，d， aタイプを
それぞれ示 した。
Mup人SvpJ， Gc， Es4， Amy 1， Fh人Aconl，Acp2， Ahdc， Gdclの 10座位ではエスエルシーの
すべての系統で b，a， c1， b， c1， b， b，β， el，♂の同一タイプであった。なお、エスエルシーの 5系
統聞ではすべての座位の対立遺伝子の数は 2つであった。
Table 4・7に浜松医大、エスエルシーの系統制!五日uでの呉なった遺伝子雌の数を表した。
浜松医大の 10系統相五!日jではDAとそのコアイソジェニック系である DA-bgとがまっ
たく同じ遺伝子組成を示した。また、異なる遺伝子座の最も多い組介せはBNとDA，DA-bg， 
ISの附jの15主主位であった。Table4-8に浜松医大およびエスエルシーの 15系統イ:1五I/Jでの
異なった遺伝子型を保有する座位の数と各系統紅のその平均他(民型遺伝子平均他)を示
したO なお、浜松医大のDA系とそのコアイソジェニック系のDA-bgおよび工スエルシー
のDA系の 3系統は同ーの遺伝子組成を示したので一つの系統として扱った。これらの系統
のうち最も高他を示したのはBN系の 12.86であり、以ド、 IS系の 9.57，PUG/C系の 8.21と
続き、最も低他を示したのはWBN系の 5.57であった。他の I1系統はすべて6.00-7.00の
問の値であった。
一方、エスエルシーの 5系統相互間ではいずれも呉なった遺伝子-組成をぷし、ま ったく
?
?
??
.. 
Table 4-5 Allelic distributions at 21 loci in 15 strains of rats 
Locus Hbb Mupl Svpl Gc EsJ Es2 Es3 Es4 Csl Amy 1 Ldrl Fhl 
Strain 
ACl/Ham b b a β b a a b a b a b 
BN a 必 b a a C d b b b 
BDIX a b a a b a b a b b b 
DA b b a b a il b a el b b 
DA-bg b b il b a b el b b 
IS b b β b a b A b a el b 
LOU/M b a a a a a b a b b 
NIG-II b b a b il a b b el b b 
PVG/c b ，1 a b a b b ，1 b a 
TM b b a b b β C b a b b b 
DNSIc b b a a b a b a U b b 
F344!NSlc b a β θ a b a ;1 a b 
WBN/Kob SIc el b a a b θ b b 
WKAI-VHkm b b d a a a b b 。 b b 
WMlMs b b a β a d d b b a b b 
6 6 
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Table 4・6Allelic distributions at 21 loci in 15 strains of rats (continued) 
Locus Aconl Acp2 Ahd2 Ahdc Akpl Alpl Gdcl Haol Pep3 
Strain 
ACVHam b a C U b b a a 
BN d b b a b b b β 
BDIX a a C b b a β 
DA b a C a b a b b 
DA-bg b a C a b a b b 
IS b b C b a e1 e1 
LOU/M b b b o a b a b 
NIG-III a a C a a b 。 b 
PVG/c b b C b a b 
TM b a C b el b H b 
DNSlc b ，.1 C a b a b b 
F344/NSlc b a C H b a b 
WBN/Kob Slc b C a β b a a 
WKAHlHkm b a C a a a b 
WM/Ms b e} a a β b o a b 
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Table 4・7Number of distinct alleles among 10 and 5 strains of rats 
ACI BN BDIX DA DA-bg IS LOU/M NIG-1I PVG/c TM 
ACUHam 14 3 5 5 7 8 6 
BN 1 1 15 15 15 12 14 
BDIX 6 6 1 1 7 5 
DA O I 7 5 
DA-bg 1 7 5 
IS 10 8 
LOU/M 5 
NIG-lII 
PVG/c 
Tルi
DNSlc F344/NSlc WBN/KobSlc WKAH/Hkrn WM/Ms 
DNSlc 6 6 4 8 
F344/NSlc 2 4 6 
WBN/Kob Slc 4 6 
WKAH/Hkm 4 
lIpper colllmn maintained at Hamamatsu Univ. School of ~v1edicine (Ham) 
lower column maintained at Shizuoka Laboratory Animal Center (Slc) 
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8 6 
12 13 
9 7 
9 7 
9 7 
6 1 
7 7 
6 6 
8 
Table 4-8 Number of distinct alleles among 13 strains of rats 
ACI BN BDIX DA IS LOU/M NIG PYG/c TM F344 WBN WKAH WM 
AC1 14 3 5 7 8 6 8 6 5 5 7 9 6.86本
BN 1 15 15 12 14 12 13 13 1 1 15 13 12.86 
BDIX 6 11 7 5 9 7 6 4 8 10 7.14 
DA 11 7 5 9 7 6 6 4 8 7.57 
15 10 8 6 1 9 9 9 9 9.57 
LOU/M 5 7 7 3 3 4 5 6.07 
NIG-III 6 6 5 5 2 5 6.00 
PVG/c 8 9 7 7 9 8.21 
TM 7 7 7 8 7.86 
F344/N 2 4 6 5.86 
WBN 4 6 5.57 
WKAH 4 6.57 
WM/Ms 7.57 
*mean values of alleles type to other strains 
6 9 
同じ組合せを示す例はなかった。
最もよく似た組合せの F344/NとWBN/Kobの間でも 2座{立が呉・なっていた。また、最も
異なった組合せは DAとWM/Msの聞で 8座位が呉なっていた。
- 7 0 -
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Table 4-9 Number of alleles and their frequency at 21 loci among 10 and 5 atrains of rats 
Hbb Mup1 Svpl Gc Es1 Es2 Es3 Es4 Cs1 Amy1 Ldrl Fh 1 Acon 1 Acp2 Ahd2 Ahdc Akp 1 Alp 1 Gdc 1 Hao 1 Pep3 
3 (2) 2 
5 (8) 4 2 3 4 6 3 2 4 3 3 2 2 2 2 
6 (8) 2 2 2 2 3 4 3 3 3 5 4 4 6 
7 (11) 7 5 2 2 8 3 7 5 7 5 3 7 4 6 7 2 6 
8 (7) 4 4 2 2 4 4 2 4 5 4 3 5 2 3 4 
9 (3) 2 2 3 2 2 2 2 3 2 2 
10 (2) 2 2 2 2 2 2 
1 1 (6) 2 6 6 2 2 6 4 4 3 4 2 2 4 2 3 3 2 3 4 
h 、3 12 (3) 2 2 3 3 2 2 2 3 2 2 2 3 3 2 
ドー
13 (1) 
14 (1) 
15 (2) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
29 25 24 8 27 9 24 10 31 30 34 25 23 26 17 23 23 10 9 17 30 
Hbb Mup1 Svp1 Gc Es1 Es2 Es3 Es4 Cs1 Amyl Ldr1 Fhl Aconl Acp2 Ahd2 Ahdc Akpl Alpl Gdcl Haol Pep3 
2 (1) 
4 (4) 2 3 3 
6 (4) 4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
8 (1) 
6 4 4 4 6 4 4 4 6 4 4 
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考察
本章では浜松医大の 10系統と工スエルシーの 5系統における醇素・蚤(1の生化学的遺
伝子座{立を検索した。
その結果、調査対象とした系統については今回新たに加えた座位の遺伝子型もいずれも
近交系としてホモに固定しており系統維持上の問題は特になく、いずれも近交系として良
好に維持されていることがわかった。
生化学的遺伝子についてはどの項目をモニタリングの調査項目とするかはマウスではほ
ぼ雌立されているが、ラットでは統一されたものはまだないようである。
一般的には検査する攻口が多いほど、より精w，;な結果が待られるのはいうまでもなし、。例
えば浜松医大での ACI系と他の系統との対立遺伝子の数の平均値(典型遺伝子平均値)で
は今回の 9座位を迫力1Iすることにより、 4.4から 6.8へとよ白川1しており、選択できる遺伝子
座が治力1していることがわかる O また、この傾向は浜松医大の他の系統についても問機で
あった。
エスエルシーの系統相互間でも同様の傾向が見られ、例えば、 F344/Nではその他は3.0か
ら4.0へと増加していた O
このように調査する座佐を増やすことでのJ率よくモニタリングを行なうことが可能になっ
た。ただ、これはすべての系統の組合せで常に通汀jする訳ではなく、検宗する項目を 1今l沫
することが必要である O
Table 4-9に今回訓査した浜松医大およびエスエルシーの各機関の系統相互間での検索
した 21座位のうちで刈立する遺伝子型の数とその系統IMiの組み合せの数を( )に示し、
その場合の対立遺伝子の佐佐の頻度を数値で表した。例えば浜松医大の最|¥段の場合、 3
から 15の対立遺伝子を持つ組合せをそれらの座位の分布でみてゆき、その総不1を取ると
モニタリングの際のマーカーとしての頻度を女1ることができる O
したがって、この表から、浜松医大ではLdrlが最もその頻度が高く、 34であったo 一
方、最も低いものは Gcの8であった。
エスエルシーでは最も高いものは Hbbの6であり、 Esl，Es2， Es3， Ldrl， Ahd2， Akpl， Haol， 
Pep3の8座位は 4であった O また、 Mup人Svp1， Gc， Es4， Amy 1 ，Fh人Aconl，Acp2， Ahdc， Gdcl 
の 10座位の遺伝子型は 5系統すべてが同一であった。
モニタリング検査の実施にはl時間の制約があり、どのj坐位について行なうかはまだ倣定
? ? ???
マされてはいないが、これらの頻度の多いものから行なっていく ことも布効と考えられる Oま
た、浜松医大での系統のGc，Es・4のようにある系統にのみ|主i布のタイ プを/Fすものも極めて
有効で、あろう O
このように動物胞設の系統については調査する座位を地やすことによ ってより精?とにモ
ニタリングできることがわかった。しかし、エスエルシーに関してはかなりの数の座位が
系統相:互問で同ーのタイプを示し、系統の識別を行なうには凪難な状況となっている o
モニタリングに際して調査する項目は必ずしも回定的に考えるのではなく、各機関ごと
に保有している系統との関連で調査座位の選定をおこなうべきであると考えられた。
エスエルシーで維持されている 5系統相互間で対立する遺伝-[-の数が極めて少ない以闘
について考察すると、
①もともとラットではマウスに比べて種の成立起源が浅く、約 500万年位前とされてい
るO そして、原産地と思われる中央アジアから全位界に広がったのは約 500年位であ
るので進化の過程でそれほど酵素・蛋白の変異がないとされている O
②これらの系統の起源となった系統が同ーのものである O
の2つの芝rI1が考えられる O
Table 4-9に示した結巣から般短距離j去による 13系統の生化学的遺伝子によるFig.4-1に
不した。
図からも明らかなように BN系のみが他の 12系統と大きくはずれたクラスターを形成
し、他の系統と遺伝子治l成が最も違っていることがわかった。それ以外ではlS，PVG/cの2
系統が BNについで呉なったクラスターを形成した。
これら 3系統以外の 10系統ではそれほど大きな速いは認められずACIとTMの2系統
がややはずれたクラスタ ーを形成したにすぎなかった。
エス工ルシーの5系統についてはいずれもほとんど同じクラスタ ー内に分布しており、こ
れらの系統打1 -L1~I日jでの遺伝子組成の似かよりは他にもこれらのクラスタ ーのなかにNIG-IIl
のように野性ドブネズミから碓立された系統も泌在していることから先に述べた般の成立
起源が浅く、酵素・蛋白の変異が少ないという理QIによるのかもしれなし O
BN系のラ ットは H.D.KingとAptekmanが維持 していた褐色変興-系を SilversとBillingham
が 1958年頃から飼育していた系統であり、その起源は米国の野!-Lドブネズミである O
一方、現在実験用のラットとして使用されている系統のうち大半は Wistar系ラットにそ
の起源をさかのぼれるほどである O この点から考えると、実験川のラットは実験川のマウ
スほどにはそれほど大きな genepoo]がないのかもしれない。
いずれにしてもこのBNはマウう31二三JjゑC57BL/6 c friJ僚に他の系統と雌れた遺伝 f細l
成をしておりリンケージテストの十1万の系統として、またリコンビナント近交系を竹jil-j-
る際の重要な系統となると忠われる。
? 〈
?
??
『苛
ACI 
8DIX 
F344/N 
LOU/M 
W8N/Kob 
N 1 G-I 1 1 
WKAH/Hkm 
WM/Ms 
DA、DA-bg 
TM 
18 
PVG/c 
8N 
Fig.4-1 Genetic distance in 14 strains of rat 
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可要 約
本章では第 2章、第 3章で調査した遺伝子座以外にAcon1， Acp2， Ahd2， Ahdc， Akp 1， Gdc J， 
Haol， Pep3， Fhlの9出位を追加した総計21 出位の生化学 (I~遺伝子について、浜松医大の
1 0系統とエスエルシーの 5系統の計15系統について遺伝子型を検索した。
その結果、要約すると以下のことがわかった。
1 )訓査対象としたすべての系統の各遺伝子嵯における遺伝子型はホモ型に回定しており、
近交系として良好に維持されていると考えられた。
2)動物施設の系統相互間の遺伝子組成はDAとそのcoisogenicな関係にある DA-bgのILI1以
外では同じ構成のものはなく、 3----15座位が異なっていた。 一方、エスエルシーの 5
系統相互間でもすべて異なった組成を示し、 2---8座位で識別できた。ただし、エス工
ルシーの 5系統問では調査したうちの半数の 10座位ですべての系統が同'ーの遺伝子型
を示していた O
3)現在実験川として使Jnされているラットのほぼ半数の系統の起源はいわゆる Wistar系
ラットにさかのぼれるといわれている O そこで本主主で調査対象とした 15系統のうち同
一系統である DA/HamとDNSIcをl系統とした 14系統について生化学的遺伝子によっ
てそれらの類縁関係について検討した。その結来、 BN系のみが他の系統と著しく異なっ
た遺伝子組成を保有していることがわかった。
また、BN系は最短距離j去による遺伝子組成の似かよりの程度で他の系統との類縁関係
を調べると他の系統とは著しく呉なった遺伝子組成を保有している事-がわかった。
したがって、このBN系は遺伝子マッピングやリコンビナント近交系を作山する際のイj
用なパートナ一系統となるものと考えられた。
以上のことからモニタリングの頃日は画一的に選ぶのではなく維持している系統に特
徴的なものや、系統の遺伝子組成を考慮して決定すべきであると忠われる O
これらの点を加味してそれぞれの機関で、有効な)単位をあげると、浜松|豆大では Ldrl
Amyl， Hbb， Pep3， Svpl， ^イupl，Es3， Csl， Fhlなどカfあlずら;れた O また、 :Lスゴ‘ルシーでは
Csl， AlpJ， Hbb， Esl， Es2， LdrJ， Ahd2などがあげられた O
「 ?
?
??
‘ー 
第 5 章
近交系ラットおよび日本産
野生ラットの赤血球の
乳酸脱水素酵素の多型と
その地域間変異
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、ー緒 言
前章において近交系ラ ット14 系統の知縁関係について考察し、 ~t化 ~T: ÍI~遺伝子五II成泌
位の遺伝子型からみたかぎりで、はBN系が他の系統と著しく兵なった遺伝了-構成をしている
ことを明らかにした。
このBN系ラ ットはH.D.KingがWistar1iJf究所で、川獲した野生のドブネズミから育成途上
で発生した毛色の突然変異のラットを系統化したものであるとされている O
現在、笑!験Hlのラットとして使用されている系統の起源をたどれば、そのほとんどが何
らかのかたちでいわゆる Wistar系ラットと関連があるとされている:したがって、近交系
ラットの生化学的遺伝子座位の遺伝子型に近交系マウスほどには変異がみられないのは、ト.
記したようにもともとのgenepoolが小さい集/11から出発したからか、種としての成立年代
がマウスに比べて浅し 1かのし寸ごれかであると考えられている O
いずれにしても実験用ラットの新たな遺伝子の資源として今後は野生のドブネズミに1-1:
目していく必要があるものと思われる O その場合、野生ドブネズミにおいても野生マウス
と同様に酵素や蛋白の変異を調べることにより野生ドブネズミ集凶の遺伝変異を調査して
いくことが重要で、ある O
そこで、本章ではその;頂上!として特に赤血球の乳酸脱水素酵素を取り上げ、国内の数カ
所のドブネズミ集団の遺伝子の地域防j変異を調査した。
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、ー材料および方法
l、調査対象とした系統
本章で検索した近交系ラットは第4章で検討したと問機の浜松医大の 10系統とエス工
ルシーの 5系統である O
また、野生ドフイ、ズミは Table5-1に示した国内 17ヵ所の採取地、から録集した総計
402匹について調べた O
2、調査した遺伝子雌位名
本章で、調べた遺伝子は亦j血球1-11の乳酸脱水素醇素の Ldrlと命名されているj主位である O
3、電気泳動方法
1 )泳動川試料の調製
赤血球溶lfu液をよれ、た。試料の調製方法は第 2章とI白j織に行なった。
2 )電気泳動の方法
( 1 )泳動用支持体の調製
泳動fJの支持体にはアガロース、セルロース・アセテ-ト牒を併F¥Jした O アガロー
スを支持休とした泳動方法を Table5-2に示した。また、セルロース・アセテートj撲を
支持体にした泳動方法は第 2掌と同様に行なった。
(2)ゲル作製用緩衝液および、電位用緩衝液の組成はTable5-1に示した。
(3)泳動条件および染色方法
アガロースゲルを使用した場合を、 Table5-2に不した O またセルロース・アセテート
膜を使川した場合は第3章と同様に行なった。
7 
、ーTable 5-1 Sampling site and period of wild rats. 
Locality Number of 
samples 
Ohfunato 5 
Kohriyama 7 
Shibuya (Tokyo) 13 
Tajimi 4 
Nishibiwajima 
Tushima 3 
Toyoake 32 
32 
32 
55 
Nagoya port 9 
Tobishima 41 
Tohkai 51 
Sukematsu 13 
Tennohji 5 
Kochi 77 
Tokunoshima 
Okinawa 
Itoman 13 
Naha 7 
Total 402 
7 9 
Sampling 
period 
Mar. -May 1992 
Oct. -Dec. 1988 
Aug. 1987 
Aug. -Oct. 1986 
Jul. 1988 
Apr. 1988 
May 1986 
Nov. 1986 
May. 1987 
Sep. 1987 
Apr. --May 1988 
Apr. 1989 
Sep. -Ocl. 1990 
Sep. -Oct 1987 
Oct. 1988 
May 1989 
Ju1. 1988 
Nov. 1990 
Nov. 1990 
Nov. 1990 
Table 5・2 Electrophoretic method for detection of 
RBC-Iactate dehydro genase (Ldr1) in rat with agarose gel 
Sample washed with isotonic saline 
add to 3 volume of water 
erythrocyte stored at -20
o
C and used within (]l week 
Buffer system 
electrode buffer 0.04M Barbital Sodium-HCI (pH8.4) 
gel buffer 0.19M Phosphate-Citrate (pH7.0) 
gel 0.8 % agarose gel sustained with 
10% 0.19M Phosphate-Citrate 
Electrophoretic 
condition 16V/cm 5hrs. 4
0
C 
Stain Substrate Na-lactate 
Co-enzyme 
Dye 
Nicotineamide adenine 
Nitro Blue Tetrazolium 
Phenazyne Metsulfate 
Destain and 
Fixation Acetic acid 
Methyl alchol 
Dislilled water 
?????
結果
アガロースを支持体にした場合のLdrlの泳動像を Fig5-1に、セルロース・アセテート肢
を支持体にした場合の泳動像をFig5-2にそれぞれ示した。浴血液を試料とした泳動像は、ア
ガガ‘口一ス、 セル口一ス.アセテ一トj膜僕のいずず、れを支支;持{体本にした場合でも j泳/点'ktl到動U訪l原I反ヌ又，人f点1，1
に共j通白のi活舌性の強いバンドがあり、 i陽湯極寄りにバンドのある夕イプ(a ) とj活古引，↑性|生を持たな
い夕イプ(b )の 2つにう分〉日別リされたO 一方、腎臓を試料とした場合の泳動像は、浴血液と
は異なり、計5本のバンドが検出された。
浜松医大とエスエルシーの系統について、このLdrl座位のタイプを調べた結果をTabJe5-
3に示した。前者の系統のうち aタイプを示したのはACI，I5の2系統のみであった。また、
後者の系統では F344/N、l系統のみであった。
国内 17 ヵ所で捕獲した野生ドブネズミの各採取地ごとのLdrJ の表現ff~ と遺伝子頻度の
推定値を Table5-4に、図示したものを Fig.5-3に示した。
表現型では a タイプを示したものが総計 402 匹のうちの l06 Qfであった。各保ll~地
ごとに見ると、概して凶日本のJ采集地の aタイプの頻度が低他を示した。
これら 17 地点のうちで最も多くの動物を係ll~ した豊 IYJ での 151 匹の揃獲時JtJJJJIJ の表
現型の頻度を Table5-5に示した。
3回の捕獲H切りjごとに、その表現型遺伝子を見るといずれの時期jでも頻度に大差はなかっ
た。
??
?
??
+ 
ム Origin
F g.5-1 Zymogram pattern of Ldr 
on agarose gel. + 
Origin 
F g. 5-2 Zymogram pat tern of Ldr 7. 
on CA gel. 
Table 5-3 Strain distributon of Ldr1 
a type blype 
ACI BN WBN/Kob 
F344/N DA W/Kyo 
IS DA-bg WKAH/Hkm 
JC WM/Ms 
LEW 
LOU/M 
PVG/c 
NIG-lll 
8 3 
Table 5-4 Ldr1 phenotype and gene frequency in Japanese wild rat. 
Sampling site Phenotype 
a b total 
Ofunato 3 2 5 
Kohriyama 2 5 7 
Shibuya (Tokyo) 4 9 13 
Tajimi O 4 4 
Nishibiwajima O 
Tushima 3 。 3 
Toyoake 1 21 32 
10 22 32 
8 24 32 
1 44 55 
Nagoya port 3 6 9 
Tobishima 40 41 
Tohkai 30 21 51 
Sukematsu O 13 13 
Tennohji 。 5 5 
Kochi 18 59 77 
Tokunoshima O 
Okinawa O 
Itoman O 13 13 
Naha O 7 7 
106 296 402 
4 
- -園田F 司司園田園・・・・・・園田園・・・・・・・・・・・・・・・・圃園田園圃圃園田・・・
i 一一一一一一一一一一竺二合
い A 岳ー山出.....，.，-与 、ム'今，，..-..，， ι「・
Gene frequency 
a b 
0.368 0.632 
0.155 0.845 
0.168 0.832 
0.000 1.000 
1.000 0.000 
1.000 0.000 
0.190 0.810 
0.171 0.829 
0.134 0.866 
0.106 0.894 
0.184 0.816 
0.013 0.987 
0.359 0.641 
0.000 1.000 
0.000 1.000 
0.125 0.875 
0.000 1.000 
1.000 0.000 
0.000 1.000 
0.000 1.000 
o 20 40km 
Kyushu 
Tokunoshima ( 1 ) tp 
。
グアOkin
b()a 
o 100 200km 
o 20 40km 
Fig. 5-3 Schematic illustration of Ldr1 frequency in Japanese wild rat. 
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Table5-5 Gene frequency of Ldr-1 phenotype at Toyoake demonstrated 
on sampling period. 
Sampling period Phenotype Total 
a b 
1986 May 1 21 32 
1986 Nov. 10 22 32 
1987 May 8 24 32 
1987 Sep. 1 1 44 55 
Tolal 40 111 151 
X2 ((d.f.=3) =0.626，0.7<p<0.8 
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考察
乳円安脱ノk素防素 (Lactatedehydro genase、LD H)は高等動物の体内の!臓器に広く分布し
ておりマウスをはじめ、サル、ショウジョウバエなどの酵素・蛋自の地域間での変異を調
在する|僚には必ず調査対象とされていよ '2). '9) . 3 
Table5-1に示したように、 LDHは一般に電気泳動によって 5つの分画に分離され、陽極
への易動度の早いものから!IIITにLDHI・LDH2・ LDHsと命名されている O ラットの赤血球
のLDHの泳動像は LDH4およびLDHsの2つの分画に分離される型!と LDHsのみの型の2
つの別にわかれる Oすなわち、変異はLDH4の分間を有する型と欠失する型の 2つに分けら
れた。この周三位は Ldrlと称され、前者の遺伝子型を a、後者は bとされている O
この Ldrll主位は第 l染色体にあることがわかっており、浜松医大の ACI，ISとエスエル
シーのF344/Nがそれぞれ aタイプであり、比較的希なタイプであり有用なマーカー遺伝子
の内の一つであるといえる O
本章で調資対象とした近交系ラットのうちいわゆる Wistar系ラットを起源とする系統で、
は1S系は aタイプであったが、それ以外はすべて bタイプであった。
Fig.5-4にこの IS系ラットの作，'H過程を示したが、相方の WM/Ms系は Ldrlのタイプは
bであるので、切らかに野生ドブネズミから aタイプの遺伝子がもたらされたものと考え
られた。 lSラットは先天的に腰枇を Iド心とした脊椎椎体形成不全症、 FI'状腺の肥大、血清-
rlのアルカリフォスフアタ ーゼの低値やカルシトニンの高値を示す疾皆、モデル動物で、あど
WMlMsにはこのような異常は認められないことから野生ドブネズミには実験用ラットには
ない特異な遺伝子組成を保有している可能性があり、新たな選伝了-資源として注目してい
くべきであろう O
同内の 17カ所で捕獲した野生ドブネズミについて同様にLdrJ遺伝子座について調査し
たところ、概して西日本の採集地のaタイプの頻度が低仰を示した。また、最も多数の動物
が捕獲された県IY1 (愛知県)の l51医を捕獲時期J1万:に 41日|に分けて検討したところ、いずれ
の時期でも aタイプの遺伝了頻度は、 bタイプよりも低他であり、それらの，'1，現頻度は一時
期jを通して~定であった。したがって、このLdrlJ屯位の遺伝子型のn¥JI頻度は野生ドブネ
ズミ集r.Jjの遺伝子頻度の地域防j変異を検索する|療の有川るマーカーとなる事が明らかとなっ
た。
7 
Wistar Institute 
1938 
?? ?
??
?
???
?
?????????????
? ?
1968 
Tokyo Univ. 
Dept.of Agriculture 
Hokkaido Univ. 
Dept.of Science 
National Institute 
of Genetics 
F8 WMJMs (Established by T.H.Yosida) 
Funabashi Farm Co.Ltd. 
X wiJd rat ♂Azabu Vet.Univ. 
JS (Established by T.Ishibashi) 
Fig.5-4 Breeding history of IS strain. 
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要約
木章では国内 17カ所から捕獲した 402匹の野生ドブネズミについてLdrlと命名され
ているラットの赤血球rl'の乳酸脱水素両手素について浜松医大の 10系統とエスエルシーの
5系統の計 15系統についてそれらの遺伝子型を検索した。
その結果、以下のことが明らかとなった。
①近交系ラットでは ACI，ISおよびF344/Nが aタイプを示し、他の系統はすべて bタイプ
であった。したがって、このLdrl座位はこれらの系統を特徴づける際の有用な生化学的
マーカーであることカfわかったO
②野生ドブネズミについても各採取地ごとに多引がみられ、かっ、捕獲時期]を通じてその
表現型が安定しており、集問の遺伝子頻度の有川な尺度となる遺伝了'マーカーであるこ
とがわかった。
①IS系ラットの作山過程から野生ドブネズミが実験用ラットにはない貴重な遺伝子資源と
なる可能性のあることが示唆された。
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生命科学(ライフサイエンス)および生物工学(ノてイオテクノロジ-)の分野は、ここ
数年まさに急激とも去える発展を示しており、実験動物および到J物実験はこれらを支える
ものとして、その重要性はますます増加している O
ここで、実験川動物として使tf1されている動物はマウスおよびラットがそのほとんどを占
めている。この両者のうちラットの使用|庄数は 1990年度の調査で、はがJ2 1 7万匹と報
青されており、その 10年前の調査時の約 161万匹に比べてが01.3倍増加している O 一-
)J、マウスはそれぞれの調査時点で約 520万匹、 967万匹とされているのでマウスは
この問、約、j'-.:数に激減し、ラットは着実に増加していると言えよう O
数の噌減はあるにしても実験JT1動物として使用されるマウスとラットの重要性は今後も
帰るぎないものと思われる O
ラットがその使JrJl2!;数を増加させている理由を考えてみると、 20年ほど前から薬害事
件が問題になり、医薬品の開発にあたっては薬効もさることながら、安全性がそれ以上に
章悦されるようになり、毒性試験や発癌性試験で、の使用頻度が増したことと、近年の移植
免疫学の発展とともにマウスよりは体型がほどよく大きく、肝臓、腎臓、心臓などの標的
臓器も人-きいラットがスクリーニングテス トに重Jl1されるようになったからであろう O
マウスは尖験動物として利1され始めたころからその主な使用分野であるJlL蕩学の他に
も遺伝学の分野'でもよく使われてきた。したがって、ほぼ I世紀が経過した現在では近交
系はもとより、クローズドコロニ一系、交雑群、コンジェニツク系、リコンビナント近交
系、疾患モデル系など他に類を見なし、ほど豊宮にそろっている O
このことがマウスが実験動物としての地位を不動のものとしている大きな理山である O
実験成績をより普遍的なものとするには可能な|浪り多くの動物種で、検討しておくことが
望ましく、そのためにもマウスに次いで多く使刑されているラットについても上記したよ
うな系を数多くイIr:1'，しておくことが必要である。
マウスではそのJl1いられた続続から数多くの遺伝形質がすでに各染色休J-_にマッピング
されており、それらの遺伝子却が各々の系統を特徴づける標識遺伝子となっている。又、こ
れらの内ではラットについても応用出来るものもある Oこ{Lらの遺伝了には大別すると、以
下のようなものがあげられる O すなわち、
①形態苧(10開:染色体の形態、毛色、外形異常なよ;)6R)
②免疫学的形質 :組織適合抗原系、補体成分など。
①生化学的形質 :ri手素-蛋白などのアイソザイム O
④生理学的 Jf~質 : If[l i夜・生化学値など。
①薬吏n学的形質:薬物に対ーする反応性、致死性など。
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①分子生物学的形質:DNAレベルでの多加なとど)乃)
である。
これらの形質はそれぞれの系統ご、とに一度同定されると、逆にそれぞれの遺伝子型から
名系統を識別することができるようになる Oこれがいわゆる遺伝学的モニタリングである。
マウスについてはこのモニタリングはこれまでに系統ごとに同定された各形質の遺伝子
担で系統識別が可能になり、そのシステムも確立されたものとなっている O なかでも、!:.
記の③の生化学的形質は下記の理由により最も普及している。すなわち、
①結果が環境要閃などに左右されず、再現性が高い。
②手技、 f-1去が簡便で、かつ、迅速に結果が得られる O
①遺伝子座に多型性があり、また、その遺伝子座が広く各染色体に分布しており、系統の
判定を有効に行なえる O
④検査に際して高価な機誌類を必要としない。
などである。
ノj、ラットでもこの遺伝学的モニタリングのシステムの硲立が徐々になされてきてい
るが、いまだ、マウスほどのレベルとは言い難し、。そこで、木研究ではマウスについて汎刑
されている静素 ・蛋白のアイソザイムを利用した生化学的形質について、近交系ラッ トの
幾つかの系統およびそれらの起源となった野生ドブネズミを調査対象としてその遺伝学的
特性の検索を行なったところ、以下の結果が得られた。
1 . 代表 (1<) な近交系ラットの~J:.化学的標識遺伝子組成の検索
ラットのj宣伝学的特性をIVJらかにする目的で、その検索プj法として生化学的標識遺伝子
を取り仁げ、浜松医科大学・動物実験施設(以下、浜松医大と略す)で維持されている 9系
統、 ACI，DA， JC， LOU/M， BN， IS， TM， WAG， NIG-皿と日本エ.スエルシー(株) (以下、エス
エルシーと1得す)の4系統，F344/N，WBN/Kob， WKAHlHKm， WM/Msの総計13系統につ
いてAlp人Amyl，Csl， EsJ， Es2， Es3， Es4， Es14， Hbb， Svpl， Ldrlの合計 12の生化学的遺伝子
l~i~ f立の遺伝子型を検索した。なお泳部jには支持休としてスタ ーチ、アガロース、ポリアク
リルアミドを用いた O
その結果
①調査対象とした 13系統のラットの 12座位における遺伝子型はいずれもホモに同定
しており、これらの系統は近交系として良好に維持されていることが明らかにされた。
②これらの 13系統のラ ットの遺伝子組成を国内、国外で維持されている同-名称の系
統の遺伝子組成と比較したところ、国内でのみ維持されているIS，NJG-田，TM，WKAH， 
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WM/Msの遺伝子組成は他の維持機関のそれと同一であった。
③国外にも維持機関のある ACI，BN， DA， LOU/M， WAG， F344の6系統の遺伝子組成はこ
れらのうち、 ACI，BN， DA， F344では他の維持機関のものと同一であった。しかしLOU/
Mでは 2つの座位で、WAGでは4つの座位の遺伝子型がそれぞれ今回調査した系統と
異なっていた。
④したがって、このLOU/MやWAGでは亜系表示をするか、系統名を変更することも考
層、すべきであると考えられた。また、ラットについては近交系といえども使用する前
にある程度の遺伝子座位の遺伝子型を前もって調査しておくことが重要である O
①検索した 12@:位の遺伝子型は浜松医大，エスエルシーの2つの機関で維持されてい
る系統有17王問では同ーの遺伝子組成を持つものはなく、これらの座位の遺伝子型を調
査する事によって有効にモニタリング出来ることが明らかとなった。
2.近交系ラットの生化学的標識遺伝子検索のための簡便な電気泳動法の時立
多数の系統を維持している機関では定期的に遺伝的モニタリングを実施し、各系統の遺
伝(!~ 幣一性を時認しておくことが必要である O また、先に述べた理山からラットでは新
たに系統を他の機関から導入した場合も可能な限りその系統の特性や遺伝的背景を調査し
ておくことが望ましい。
その遺伝的背景を検索する場合、電気泳動法による生化学的標識遺伝子を調べる方法が
帆刑されているが、これまで、の電気泳動法にでは支持休の緩衝液を項目ごとに変えたり試
料の調製や泳動条件も個々の項目で異なるという作業上の煩雑さがあった。そこで本研究
では以下の諸条件で簡便さをはかった。
① 1 )支持休を市販のセルロース・アセテート膜に統一する。 2)試す!の調製法を統一す
る。 3)緩衝液を Veronal(ph8.6)に統一する o 4)泳動条件を 20 0 V 、30分、室
現に統ーするである O これらの条件で Hbb，MupJ， Svp 1， Gc， Es 1， Es2， Es3， Es4， 
CsJ， Amyl， Ldrlの12座位について泳動することができた。
②この方法で浜松医大の 8系統、エスエルシーの 4系統について実際にモニタリングを
行ったところ原法で得たと同僚の結果が得られた。
①以上の結果から本法の従来の方法よりも簡便で実川的な手法であることが明らかとなっ
た。
3. 生化字 (I~標識遺伝子組成による近交系ラット問の類縁関係のtft定
生化学的際識遺伝子は近交系ラットの遺伝学的モニタリングに際して非常に威力を発何
することがわかったが、これらの遺伝子座位は各染色休に適当に分布しており、染色体に
未同定の遺伝子をマッピングするときの有効なリンケージマーカーとなる。
????
園田~ーー一・E ・・園田園田園・・圃園田園ー ーー
-~-・止~IIDi 色白ト ..，. 
また、名座(立の遺伝子型を総合して他の系統と比較すると、その系統と他の系統との遺
伝学的な位置を知る事が出来る O
そこで浜松医大の 10系統とエスエルシーの 5系統の 15系統について 21遺伝子座位
の遺伝子却を調査し、遺伝的モニタリングにあたってのこれらの座位の評価と各系統相互
の類縁関係について検討したところ、以下の結果を得・た。
①調査したすべての系統の 21座位における遺伝子型はホモに固定しており、系統維持
上の問題はないことが明らかにされた。
②浜松医大，エスエルシーの系統ともに検索する座位をj曽やすことにより、他の系統と
の対立する遺伝子の数(異型遺伝子平均値)は増加しており、モニタリングに応用でき
る遺伝子座は増加していた。
③今回の結果を もとにして最短距離法により 13系統の生化学的遺伝子による似かより
を作図したところ、 BN系のみが他の系統と異なったところに位置しており、 BN系は
遺伝子をマッピングする際の相方として有用な系統で、ある事が示唆された。
また、このBN系は米国で野生ドブネズミを起源として作出された系統であることから、
野生ドブネズミが実験則ラットにはない特異な遺伝子組成を保有している可能性も示唆さ
れた。
4.近交系ラットおよび口木産野生ドブネズミの赤血球の乳酸脱水素酵素の多型とその地
域間変異
ラットの赤血球rlJの乳酸脱水素酵素には系統問で多却があり、それは常染色休上に位置
しており、 LdrJと命名されている。浜松医大の 9系統、エスエルシーの 5系統の 14系統
についてこのLdrl遺伝子庄の遺伝子型を調べた。また、日本産野生ドブネズミについて国
内17ヶ所の捕獲j也から採取した 402匹についても検索した。
その結果、以下のことが明らかとなった。
①浜松医大と工スエルシーの近交系ラット系統についてLdrJ遺伝子座位の遺伝子型を調
べたところ、 aタイプは ACl，IS， F344/Nの3系統のみであった。
② LI木1草野生ドブネズミについても調査したところ、 402匹のうち 106匹がaタイプ
を示した。
③いず、れの捕獲地点で、採取されたものでも 5地点を除いて aタイプが少なかった。
④最も採取数の多かった豊明(愛知県)の 151匹の41DJの捕獲時期ごとの表現型の頻度に
大差はなかった。
① 1 7ケ所の捕獲地点を通じてaタイプの遺伝子頻度は3地点を除いた他の 14ケ所では
0.0-0.3であった O
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⑥このLdrJj宣伝子座の遺伝子型は近交系ラッ トのみならず、野生ドブネズミにも多型性
があり、他の地域の野生ドブネズミを調査する際の遺伝子マーカーとし有用であるこ
とが明らかにされた。
また、このJS系ラットはWMlMs系と野生ドブネズミの交雑F，から作山された系統であ
り、脊推椛休形成不全症などの自然発症疾患モデル系として知られている O ただし、 WM/
Ms系にはそのような疾患は認められておらず、これらの特性は野生ドブネズミとの関わり
から生じたものと考えられる O
したがって、このことから類推すると野生ドブネズミは実験用ラットにはない特異な遺
伝子組成を保有しており、貴重な遺伝子資源となる可能性があるのかもしれない。
このようにラットの生化学的標識遺伝子について検索し、各々の系統の遺伝的特性が明
らかにしたが、今後はマイクロサテライトマーカーを用いて PCR法によって得られる情
報を加味していけば、より詳細な遺伝学的特性が明らかにされるであろう。
ラットはマウスにくらべてほど良い休型であり、材料採取や!臓探移植に関しても有用な
素材となりうる O マウスとラットの遺伝的な相同性は同じ附乳動物であるヒトへもつなが
るものであり、ラットで得られる遺伝に関する情報はラットのみならずヒトでの生体機構
や生型機構の個体、細胞、分了レベルでの解明への重要な役割を果すものとみられz;削
「 「
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